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I. Einleitung
1. Grundzüge des Immunsystems der Vertebraten
Das Immunsystem der Wirbeltiere besteht aus einem unspezifischen und einem
spezifischen Anteil. Die Mechanismen der unspezifischen Immunität sind bereits bei der
Geburt voll ausgebildet und benötigen zu ihrer Manifestation keinen vorherigen Kontakt
mit den entsprechenden pathogenen Agenzien. Sie sind in ihrer Mehrheit gegenüber einem
weiten Spektrum von Mikroorganismen wirksam. Im Gegensatz dazu sind die im Verlauf
einer Immunantwort erworbenen Abwehrvorgänge spezifisch gegen das sie induzierende
Agens gerichtet. Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über die wichtigsten Komponenten der
unspezifischen und spezifischen Immunität, welche sich wiederum in einen humoralen und
einen zellulären Anteil untergliedern.
Tab.1.1: Zur Immunität beitragende Mechanismen (nach Keller, 1994)
Unspezifisch Spezifisch
Humoral
Komplementsystem
natürliche Antikörper
Interferon
Lysozym und andere bakterizide Stoffe
Antikörper
(Immunglobuline der Klassen
IgM, IgG, IgA, IgE)
Zellulär
Neutrophile Chemotaxis
Basophile Phagozytose
Eosinophile Bakterizide
Monozyten Zytolyse
(und andere Natürliche Killerzellen (NK)
mononukleäre
Phagozyten)
Immunkompetente T-Zellen
T-Helferzellen (TH)
T-Supressorzellen (TS)
zytotoxische T-Zellen (TK)
1.1 Unspezifische Abwehrmechanismen
Die Mechanismen der unspezifischen Immunität dienen den höheren Lebewesen als erste
Abwehrfront gegenüber Pathogenen, tragen aber auch wesentlich zum Zustandekommen
und zur Manifestation der spezifischen Immunreaktion bei. Besonders das
Komplementsystem, die Interferone sowie die Phagozyten spielen hierbei eine
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entscheidende Rolle. Eine wichtige Funktion ist die lokale Begrenzung der Infektion. Die
Mehrzahl der vom Immunsystem erbrachten Leistungen basieren auf einer engen
Zusammenarbeit zwischen unspezifischen und spezifischen Mechanismen (Keller, 1994).
Das Komplementsystem stellt ein komplexes, aus ca. 21 Glycoproteinen bestehendes
Enzymsystem dar. Seine zahlreichen Einzelkomponenten werden vor allem in den
Hepatozyten, den Epithelzellen des Magen- Darm- und Genitaltraktes, sowie den
Makrophagen und den Fibroblasten synthetisiert. Als inaktive Vorläufer sind sie im
zirkulierenden Blut und den übrigen Körperflüssigkeiten vorhanden.
Die drei heute bekannten Wege der Komplement-Aktivierung sind in Abb.1.1 dargestellt.
Sie münden in einer gemeinsamen terminalen Sequenz, an deren Ende durch
Zusammenlagerung mehrerer Komplementproteine der sogenannte „Membran-Angriffs-
Komplex“ entsteht. Dieser integriert sich in Form von Proteinzylindern in die Membranen
der Zielzellen. Durch seinen zentralen Kanal strömt aufgrund der hohen Osmolarität des
Zellplasmas Wasser in die Zellen ein, so daß diese platzen („Lyse“).
Der klassische Weg der Komplementaktivierung wird in erster Linie durch Komplement-
bindende Antikörper der Klassen IgM und IgG induziert, während die Aktivierung des
alternativen Weges Antikörper-unabhängig ist und somit besonders in der frühen Phase
von Infektionen eine bedeutsame Rolle spielt. Ausgangspunkt dieses Aktivierungsweges
sind C3(H2O)-Moleküle, die durch Hydrolyse von C3-Molekülen im Plasma entstehen. Er
läuft permanent auf niedrigem Niveau ab und wird unter anderem durch Mikroorganismen,
Peptidoglykane und Proteasen aktiviert. Ebenfalls Antikörper-unabhängig ist der „Lectin-
Weg“, welcher über ein Mannose bindendes Protein (MBP) und eine MBP-assoziierte
Serinprotease verläuft.
Die Aktivierung des Komplementsystems löst eine Kaskade von höchst effektiven,
enzymatischen Reaktionen aus, die auch die Wirtszellen schädigen können. Daher muß
dieser Prozeß sehr strikt reguliert und kontrolliert werden. Zu den im Plasma vorliegenden
Komplementregulatoren gehören beispielsweise C1-Inhibitor, C4-Bindungsprotein, Faktor
H, Faktor I, Factor H-like Protein 1 (Reconectin), Clusterin und das S-Protein, während
sich auf Zellmembranen unter anderem folgende Regulatoren befinden: Decay accelerating
factor (DAF, CD55), CR1 (CD35), Membran-Kofaktor-Protein (MCP, CD46), oder CD59.
Die biologischen Bedeutungen des Komplementsystems sind noch nicht vollständig erfaßt,
es gilt jedoch als gesichert, daß es folgende Funktionen erfüllt:
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1)  Aktivierung von Phagozyten (Neutrophile, Makrophagen), Chemotaxis
2)  Opsonisierung, Begünstigung der antikörperabhängigen Phagozytose (Bakterien,
Immunkomplexe)
3)  Modulieren (Solubilisierung) und Transport von Immunkomplexen
4)  Bindung von Anaphylatoxinen und Freisetzung von Histamin; Aktivierung der
Arachidonsäure-Kaskade
5)  Eliminierung von Zielzellen (Zytolyse)
Abb.1.1: Schema der drei Aktivierungswege des Komplementsystems, die bei C3 auf eine
gemeinsame Endphase treffen. Die Reaktionssequenz der Komplementfaktoren (C) folgt nicht
streng der Numerierung. Die bei der Aktivierung entstehenden Spaltprodukte werden durch
Indizes (z.B. C3a) gekennzeichnet. B, D: Faktoren des Alternativweges. P: Properdin. MBP:
Mannose-Bindeprotein. MASP: MBP-assoziierte Serinprotease (aus Kirschfink und Rother: „Das
Serum-Komplement-System“, 1997).
Klassischer Weg
Lyse
Opsonisierung
FremdoberflächeImmunkomplex
Y
Y
Antigen
E
nt
zü
nd
un
g
Lectinweg Alternativweg
C4
C2
C1 MB
MASP I
MASP II
C4, C2
C3
C5
C3a
C5a
C5b-9
C6, C7
C8, C9n
D
B
P
C3(H2O)P
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Insgesamt ist das Komplement bei der Entzündung von entscheidender Bedeutung. Aus
historischer Sicht ist das System in erster Linie ein Prinzip, welches mit Antikörper
beladene („sensibilisierte“) Mikroorganismen und Erythrozyten lysiert. Die Aktivierung
von Komplement und die Bildung des lytischen Komplexes kann als Effektormechanismus
einer spezifischen Immunreaktion dienen, oder aber unspezifisch (z.B. durch
Oberflächenstrukturen) ausgelöst werden und dazu beitragen, Mikroorganismen frühzeitig
zu eliminieren (Müller-Eberhard, 1988; Späth, 1992).
Unspezifische zelluläre Abwehr
Im zirkulierenden Blut findet sich eine Vielzahl von Zellen (Granulozyten, natürliche
Killerzellen, Makrophagen), die sich alle von derselben Stammzelle im Knochenmark
ableiten. Sie entwickeln sich jedoch unterschiedlich und zeigen verschiedene
morphologische und funktionelle Eigenschaften. Alle diese Zellen leisten auf ihre Weise
einen Beitrag zur unspezifischen Abwehr, beeinflussen jedoch auch die spezifische
Immunantwort, insbesondere durch Bindung von Antikörpern mit Hilfe ihrer FC-
Rezeptoren (Ravetch und Kinet, 1991).
1.2 Spezifische Abwehrmechanismen
Mikroorganismen, die in der Lage sind, die unspezifische Immunität zu umgehen oder zu
durchbrechen, stoßen auf eine weitere Barriere, die spezifische Immunität. Strukturen, die
von Zellen des Immunsystems als körperfremd erkannt worden sind, lösen eine
spezifische, gegen sie gerichtete Immunantwort aus. Genau wie bei der unspezifischen
Immunität, ist auch bei den spezifischen Abwehrmechanismen eine Unterteilung in
zelluläre (insbesondere die unterschiedlichen T-Zell-Typen) und humorale (in erster Linie
die von den B-Zellen sezernierten Antikörpermoleküle) Komponenten vorzunehmen.
Die spezifische Immunreaktion ist die Folge eines komplexen Zusammenspiels dieser
verschiedenen Zellpopulationen und Subpopulationen, sowie ihrer löslichen
Sekretionsprodukte, welches ein Netzwerk von positiven und negativen
Kontrollmechanismen einschließt. Die Spezifität des Systems wird durch spezifische
Rezeptorstrukturen gewährleistet, wobei die humorale Immunität durch lösliche bzw.
zellgebundene Antikörpermoleküle, die zelluläre Immunität dagegen durch zellgebundene
Rezeptoren (T-Zell-Rezeptor) vermittelt wird.
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1.3 Die Lymphozyten
Lymphozyten repräsentieren etwa 20-45% aller Blutleukozyten und stellen damit nach den
neutrophilen Granulozyten die größte Zahl der weißen Blutkörperchen dar. Pro µl
humanen Blutes finden sich ca. 2500 dieser Zellen, im gesamten Körper eines erwachsenen
Menschen etwa 1012. Die meisten Lymphozyten sind kurzlebig. Eine erste grobe
Differenzierung der Lymphozyten führt zur Unterscheidung von B- und T-Zellen.
B-Lymphozyten
Die B-Zellen erhalten ihren Namen von der Bursa fabricii, einer Enddarm-Drüse der
Vögel. Sie stellt den Ort der B-Zell-Reifung bei dieser Tierklasse dar. Das äquivalente
Organ bei Wirbeltieren ist das Knochenmark (engl.: bone marrow).
B-Lymphozyten stellen das Rückgrat der humoralen, spezifischen Immunantwort dar,
indem sie große Mengen löslicher Antikörpermoleküle produzieren, welche vor allem der
Beseitigung von extrazellulär auftretenden Antigenen dienen (Jelinek und Lipsky, 1987).
Des weiteren interagieren sie funktionell auf vielfältige Weise direkt und indirekt (über
Botenstoffe) mit T-Zellen (Parker, 1993). Im Gegensatz zu letzteren sind sie in der Lage,
Antigen in seiner nativen Form zu erkennen, d.h.: es ist nicht notwendig, daß dieses durch
spezielle Zellen aufbereitet und präsentiert wird. Intrazellulär auftretende Antigene (z.B.
Viren, bestimmte Bakterien und Protozoen), sowie genetisch veränderte Zellen (z.B.
Tumorzellen), bleiben den B-Lymphozyten weitgehend verborgen.
T-Lymphozyten
T-Zellen stellen das Rückgrat der spezifischen zellvermittelten Immunität dar. Über ihre T-
Zell-Rezeptoren, welche im Aufbau den Immunglobulinmolekülen ähnlich sind, können
diese Zellen Antigen im Kontext mit einem MHC- (Major Histocompatibility Complex)
Molekül spezifisch erkennen (Allison und Lanier, 1987; Keegan und Paul, 1992). Des
weiteren werden zur Stimulation der Zellen sogenannte kostimulatorische Moleküle
benötigt (Bierer, et al., 1989; van Seventer, et al., 1991; Janeway, 1992). Fehlende
kostimulatorische Signale führen zur Anergie. T-Zellen können mit Viren befallene Zellen
zum Schutze des Wirtsorganismus eliminieren. Während T-Zellen ausschließlich Peptide
erkennen, vermögen die B-Lymphozyten zusätzlich auch auf Proteine, Nukleinsäuren,
Polysaccharide und Lipide zu reagieren. Mikroskopisch sind die T-Zellen nicht von B-
Lymphozyten unterscheidbar.
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Reife menschliche T-Lymphozyten können aufgrund ihrer CD4- /CD8- Marker-Expression
grob in zwei Hauptpopulationen unterteilt werden:
1)  CD4+CD8- ca. 60% der T-Zellen (Helfer-T-Zellen)
2)  CD4-CD8+ ca. 40% der T-Zellen (Zytotoxische T-Zellen)
Helfer-T-Zellen sezernieren nach ihrer Aktivierung eine Reihe von Lymphokinen. Mit
ihrer Hilfe können andere Zellen, die an der ablaufenden Immunantwort teilnehmen,
kontrolliert und koordiniert werden (Guerder und Matzinger, 1989). Dieser CD4+ Zelltyp
kann damit gewissermaßen als das Rückgrat der gesamten spezifischen Immunantwort
betrachtet werden. Die zytotoxischen T-Zellen sind nach Aktivierung in der Lage,
Zielzellen zu lysieren (Berke, 1991; Apasov, et al., 1993).
1.4 Antigenprozessierung und Präsentation für T-Lymphozyten
Proteinantigene können von T-Zellen nur dann erkannt werden, wenn sie von geeigneten
Antigen-präsentierenden Zellen prozessiert und ihre Fragmente zusammen mit MHC-
Molekülen der Klassen I oder II präsentiert werden (Allen und Unanue, 1987; Germain
und Margulies, 1993). Die leistungsfähigsten Antigen-präsentierenden Zellen stellen nach
dem heutigen Wissensstand die dendritischen Zellen dar.
Peptide, die an Klasse I MHC-Moleküle binden, stammen üblicherweise von Proteinen, die
in der Zelle selbst synthetisiert werden. Diese endogenen Antigene können dann von CD8+
T-Zellen (in der Regel zytotoxische T- Lymphozyten) erkannt werden. Dies stellt einen
hauptsächlichen Abwehrmechanismus gegenüber intrazellulären Mikroorganismen,
insbesondere Viren, dar. Die Präsentation von Proteinen aus der extrazellulären Umgebung
erfolgt hingegen auf Klasse II MHC-Molekülen, der Komplex wird von CD4+ Helfer-T-
Zellen erkannt. Diese spielen eine wichtige Rolle sowohl bei der Induktion der
zellvermittelten als auch der humoralen Immunantwort und sind bei der Eliminierung von
extrazellulären Pathogenen sehr effizient.
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1.5 Vakzinierung
Der Begriff Vakzination (Schutzimpfung) leitet sich von dem lateinischen Wort für Kuh
(Vacus) ab und ist historisch bedingt: Edward Jenner erkannte im 18. Jahrhundert
erstmals, daß Melkerinnen, die naturgemäß immer wieder mit Kühen in Berührung
kommen, in der Regel nicht an Pocken erkrankten und daß folglich in irgendeiner Weise
ein Schutz von den Tieren auf die Menschen übertragen werden mußte. Tatsächlich gelang
es Jenner, einen Jungen ebenfalls vor Pockenerkrankung zu bewahren, indem er ihm einen
aus Kuhpocken gewonnenen Extrakt injizierte.
Heute werden Schutzimpfungen weltweit ausgeführt und haben maßgeblich zur
Ausrottung vieler lebensgefährlicher Krankheiten beigetragen. Es wird die passive von der
aktiven Immunisierung unterschieden. Erstgenannte vermittelt einen schnell eintretenden,
aber nicht lange anhaltenden Effekt; sie basiert z.B. auf der Gabe von protektiven
Antikörpern (beispielsweise in Form von Antiseren gegen Schlangengifte), die Schutz-
vermittelnden Antikörper werden von außen zugeführt und müssen vom immunisierten
Organismus nicht selbst gebildet werden.
Bei der aktiven Immunisierung werden dem zu schützenden Individuum dagegen
abgetötete oder in ihrer Virulenz abgeschwächte Krankheitserreger oder einzelne,
immunologisch relevante Strukturen derselben injiziert. Diese sind nicht in der Lage, die
entsprechende Krankheit auszulösen, können aber die Bildung immunkompetenter Zellen
induzieren. Kommt der geimpfte Organismus jetzt mit der krankheitsauslösenden Form des
Erregers in Berührung, so kommt es zu einer viel schneller einsetzenden und intensiver
ablaufenden Sekundärantwort anstelle der Primärantwort, weil durch den
vorweggenommenen Erstkontakt mit dem pathogenen Agens bereits Gedächtniszellen
gebildet wurden.
2. Historische Aspekte der Lyme-Borreliose
Namensgebend für die sogenannte Lyme-Borreliose ist die Ortschaft Lyme in Connecticut
(USA), in deren Umgebung insbesondere in waldnahen Wohngebieten im Oktober 1975
eine ungewöhnliche Häufung unklarer Fälle von juveniler rheumatoider Arthritis (JRA)
beobachtet wurde (Nadelman und Wormser, 1998). Bei einer Studie zum Auftreten der
JRA in Lyme, Old Lyme und East Haddam stellten Steere et al. 1977 fest, daß der
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Krankheitserreger, der beim Menschen Haut, Gelenke, Herz, Leber, Muskulatur und
Nervensystem befallen kann, wahrscheinlich von spinnenartigen Arthropoden übertragen
wird (Steere, 1989). Schließlich wurden Zecken der Art Ixodes scapularis (syn. I.
dammini) als Überträger identifiziert, in denen 1981 spirochätenähnliche Strukturen
dargestellt werden konnten. 1982 isolierte Willi Burgdorfer bei der Suche nach Rickettsia
rickettsii, dem Erreger des Zeckenfleckfiebers, eine bis dahin unbekannte Spirochäte
(Borrelia burgdorferi) aus dem Inhalt des Verdauungstraktes von I. dammini, bei der es
sich um den Erreger der Lyme-Borreliose handelte. Kurz darauf wurde von Alan Barbour
ein geeignetes, zellfreies Medium entwickelt, mit dessen Hilfe in den USA und Europa die
Isolation dieser Bakterien sowohl aus Zecken als auch aus Patientenmaterialien gelang.
Wie sich herausstellte, konnten zahlreiche, bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts in
Europa beschriebene Syndrome wie zum Beispiel Erythema migrans (EM), Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) oder das Bannwarth-Syndrom mit Borrelia burgdorferi
assoziiert werden (Stanek, et al., 1996). Die Lyme-Borreliose kann heute als die häufigste,
vektoriell übertragene Infektionskrankheit in den gemäßigten Breiten bezeichnet werden.
3. Das Pathogen Borrelia burgdorferi
3.1 Systematik und Morphologie
Borrelia burgdorferi, der Erreger der Lyme-Borreliose wird innerhalb der Eubacteria in
die Ordnung Spirochaetales, die Familie Spirochaetaceae und die Gattung Borrelia,
welche insgesamt 15 Arten enthält, eingruppiert. Weitere Gattungen dieser Familie sind
Spirochaeta, Christispira und Treponema. Sie setzen sich mit Ausnahme der Spirochaeta,
welche freilebende anaerobe und fakultativ aerobe Arten enthält, aus parasitisch oder
kommensalisch lebenden, zum Teil human-pathogenen Arten zusammen. Dies trifft
beispielsweise auf Treponema pallidum, den Erreger der Lues, sowie auf Borrelia
recurrentis, B. duttonii und B. hermsii, die Erreger des durch Läuse bzw. Zecken
übertragenen Rückfallfiebers zu. Borrelien leben parasitisch in Wirbeltieren und
Arthropoden (Barbour, 1987a). Borrelia burgdorferi ist eine gramnegative, nach Giemsa
oder Warthin-Starry anfärbbare Spirochäte. Der Direktnachweis mittels Dunkelfeld- oder
Phasenkontrastmikroskopie ist bei Kulturborrelien möglich, gelingt jedoch in
Gewebeextrakten und Körperflüssigkeiten wegen der zu geringen Erregerdichte in der
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Regel nicht. Das bewegliche, helikal gewundene Pathogen hat eine Länge von 20-30 µm
und einen Durchmesser von 0,22-0,38 µm. Die Länge der Windungen, die in nicht
konstanter Anzahl vorliegen, beträgt 1,5-3,8 µm (Abb.1.2).
Abb.1.2: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von B. burgdorferi sensu stricto ZS7, ca. 800-fach.
Primärantikörper: LA2 (Maus-anti-OspA), Sekundärantikörper: Anti-Maus, Cy3 markiert. B:
Elektronenmikroskopische Aufnahme von B. burgdorferi, Durchmesser einer einzelnen Zelle: ca. 0,4 µm
(„Biology of Microorganisms“, Brock et al., 1997).
Der größte Teil der Bakterienzelle besteht aus dem sogenannten Protoplasmazylinder, der
von einer Zytoplasmamembran, sowie der Zellwand umgeben ist. An beiden Zellpolen
inserieren subterminal in der inneren Membran 7 bis 11 Flagellen (Axialfibrillen)
hintereinander. Diese befinden sich im periplasmatischen Raum und sind zusammen mit
dem Protoplasmazylinder vollständig von einer dreilagigen Membran umgeben, welche als
äußere Zellhülle bezeichnet wird (Abb.1.3). Die nicht an die Bakterienoberfläche tretenden
Flagellen ziehen, die innere Zellwand umwickelnd zur Zellmitte hin, wo sie sich
überkreuzen können (Burgdorfer, et al., 1982; Barbour und Hayes, 1986a; Hovind-
Hougen, et al., 1986).
Aufgrund von phänotypischen Unterschieden, DNS-Hybridisierungsexperimenten und
insbesondere von vergleichenden rRNS-Sequenzanalysen stellte sich früh heraus, daß es
sich bei den ursprünglich als B. burgdorferi beschriebenen Spirochäten um eine sehr
heterogene Art handelt, welche mittlerweile als B. burgdorferi sensu lato bezeichnet wird.
Einige Vertreter dieser Gruppe konnten mit verschiedenen klinischen Erscheinungsformen
der Lyme-Borreliose assoziiert werden: B. burgdorferi sensu stricto mit der Lyme-
Arthritis, B.garinii mit der Meningoradikulitis und B. afzelii mit der Acrodermatitis
BA
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chronica atrophicans. Andere Vertreter, wie z.B. B. andersonii, B. japonica, B. lusitaniae
oder B. valaisiana, traten bisher als humanpathogene Erreger nicht in Erscheinung.
Abb.1.3: Schematischer Querschnitt durch eine B. burgdorferi-Zelle; Durchmesser: 0,22-0,38 µm.
Borrelien sind obligate Parasiten in Vertebraten und ektoparasitisch lebenden Arthropoden
und zeichnen sich durch eine mikroaerophile, chemoheterotrophe Lebensweise aus
(Johnson, 1976). Ihre Kultivierung gelingt bei einer optimalen Wachstumstemperatur von
34-37°C in Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) II - Medium, das unter anderem Gelatine zur
Erhöhung der Viskosität, sowie N-Acetylglucosamin enthält, welches von den Borrelien
als Hauptbestandteil der Zellwand unverändert eingebaut wird (Kelly, 1971; Stoenner, et
al., 1982; Barbour, et al., 1984). Die Generationsdauer beträgt unter Laborbedingungen bei
35°C 11-12 Stunden.
3.2 Biochemischer und immunologischer Aufbau
Die äußere Membran von B. burgdorferi besteht zu 46% aus Proteinen, zu 51% aus
Lipiden und zu 3% aus Kohlenhydraten. Zirka 100 unterschiedliche Proteine (davon etwa
40 Oberflächenproteine mit Molekulargewichten zwischen 16 und 100 kDa) von B.
burgdorferi konnten elektrophoretisch aufgetrennt und durch Antiseren und monoklonale
Antikörper im Western Blot identifiziert werden, wobei die einzelnen Erregerstämme
qualitative und quantitative Unterschiede im Proteinprofil, sowie eine große Variation
bezüglich ihrer Immunogenität aufweisen (Barbour, et al., 1985; Barbour, et al., 1986b;
Barbour und Schrumpf, 1986c; Wilske, et al., 1986; Habicht, et al., 1990; Kramer, et al.,
Periplasmatischer
Zylinder
Oberflächenantigene:
OspA-OspG
Erp
Vls
Protoplasma
Zellwand
Flagellum
Zellmembran
Periplasmatischer Raum
Äußere Zellhülle
Flagellin
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1990; Von Stedingk, et al., 1990). In der äußeren Hüllmembran sind viele, zur Gruppe der
Lipoproteine zählende Oberflächenproteine verankert: Outer Surface Protein A (OspA, 31-
32 kDa), OspB (34-36 kDa) (Barbour, et al., 1983a; Barbour, et al., 1984), OspC (22,6
kDa) (Fuchs, et al., 1992), OspD (28 kDa) (Norris, et al., 1992), OspE (19,3 kDa), OspF
(26,1) (Lam, et al., 1994), pG (22 kDa) (Wallich, et al., 1995), P27 (27 kDa) (Reindl, et al.,
1993), P35 (35 kDa), P37 (37 kDa) (Fikrig, et al., 1997) oder die „OspE related proteins“
(Erps) (Stevenson, et al., 1996; Stevenson, et al., 1998).
Verschiedene Untersuchungen zeigten, daß die Zusammensetzung der Oberflächenproteine
offenbar nicht konstant, sondern einem ständigen Wandel unterworfen ist (siehe 4.4).
Beispielsweise konnten bei der Untersuchung von Geweben verschiedener
Krankheitsmanifestationen (z.B. Erythema migrans, Acrodermatitis chronica atrophicans,
Arthritis) nach immunologischer Austestung der Bakterienoberfläche vor allem in den
Proteinen im niederen Molekularbereich Unterschiede festgestellt werden (Wilske, et al.,
1988a; Wilske, et al., 1990). Des weiteren konnte beobachtet werden, daß sich die
Bakterienoberfläche mit zunehmender Krankheitsdauer verändert, indem zahlreiche neue
Epitope in Erscheinung treten (Craft, et al., 1986) und daß Veränderungen in der
Proteinzusammensetzung beim gleichen B. burgdorferi-Stamm nach Durchlaufen einer
neuen Wirts- oder Zeckenpassage eintreten können (Burger, et al., 1990; Hu, et al., 1990).
Bemerkenswerter Weise richtet sich die erste B- und T-Zell-Immunantwort des
menschlichen Körpers gegen das 41 kDa Flagellin von B. burgdorferi (Coleman und
Benach, 1987). Hieraus ergibt sich ein Widerspruch zu der Tatsache, daß Flagellin
normalerweise nicht für das Immunsystem frei zugänglich auf der Bakterienoberfläche
exponiert vorliegt (siehe Abb.1.3). Es wird daher angenommen, daß bereits zu Beginn der
Infektion die äußere Hülle des Erregers beschädigt wird, wodurch das Flagellin Zugang zur
Zelloberfläche gewinnt. Die beschriebenen Oberflächenveränderungen könnten auch
Grund für den oft schubweisen Verlauf der Krankheit, die unterschiedlich starke Reaktion
des Gewebes auf den Erreger, die Persistenz des Erregers, oder den Übergang der Lyme-
Borreliose in die Chronizität sein.
3.3 Organisation des Genoms
Das Genom von Borrelia burgdorferi B31, einem amerikanischen Borrelia burgdorferi
sensu stricto-Isolat wurde vollständig sequenziert (Fraser, et al., 1997). Es weist einen
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G/C-Gehalt von 28,6% auf und besteht aus einem für Prokaryonten einzigartigen linearen
Chromosom mit einer Größe von zirka 950 kb, sowie 21 derzeit bekannten zirkulären (cp)
und linearen (lp) Plasmiden mit einer Gesamtlänge von etwa 500 kb. Letztere stellen bei
Prokaryonten ebenfalls eine große Ausnahme dar, sie sind an ihren Enden kovalent
geschlossen (Barbour und Garon, 1987b) und durch Haarnadelschleifen versiegelt
(Hinnebusch und Barbour, 1991). Die 853 Gene des Chromosoms kodieren Proteine, die
zum größten Teil für die DNS-Replikation, -Transkription, -Translation, den
Stofftransport, sowie für den Energiestoffwechsel verantwortlich sind, aber auch die für
das Flagellin und die Hitzeschockproteine kodierenden Gene sind auf dem Chromosom
lokalisiert (Gassmann, et al., 1989; Wallich, et al., 1990; Gassmann, et al., 1991). Gene für
biosynthetische Stoffwechselwege fehlen. Die Plasmide sind mit Ausnahme von lp 28 (4
Kopien) und cp32 (7 Kopien) in einfacher Kopienzahl vorhanden. Namensgebend ist ihre
Größe von 56, 54, 38, 36, 28, 25, 21, 17 und 5 kb (lp) bzw. 32, 26 und 9 kb (cp). Die auf
den Plasmiden lokalisierten Gene scheinen für die Virulenz der Bakterien, sowie die
Antigenvariation bzw. Immunevasion verantwortlich zu sein. Hierfür spricht auch der
Nachweis von Sequenzen, welche für eine mögliche Rekombinase/Transposase, ein für
DNS-Rekombination verantwortliches Enzym, kodieren. Der Verlust bestimmter Plasmide,
der beispielsweise z.T. bei häufig in Kultur passagierten Borrelien auftritt, kann mit dem
Virulenz-Verlust der Erreger einhergehen. Purser et al. konnten in ihrer Studie zeigen, daß
alle stark und moderat infektiösen Borrelienklone das Plasmid lp25 enthielten, während
dieses bei allen schwach infektiösen Klonen fehlte. Solche Klone, die über lp25, nicht aber
über lp28-1 verfügten, zeigten einen intermediären Phänotyp bezüglich ihrer Infektiösität,
mit vorwiegender Infektion der Gelenke (Purser und Norris, 2000). Über die
Genregulation bei B. burgdorferi ist wenig bekannt, jedoch werden offenkundig einige
Gene, wie z.B. OspA, OspC, p35, p37 oder pG in vitro und in vivo unterschiedlich
exprimiert (Fikrig, et al., 1998; Wallich, et al., 1995; vorliegende Arbeit).
4. Lyme-Borreliose
4.1 Epidemiologie, Vektoren und Wirtsorganismen
Die Lyme-Borreliose ist eine weltweit verbreitete Krankheit. Fälle aus allen 5 bewohnten
Kontinenten sind bekannt (Abb.1.4) (Danda, 1963; Schmid, 1985), allerdings ist die
                                                                                                                                 Einleitung
13
epidemiologische Erfassung vor allem aufgrund einer fehlenden zentralen Registrierung
und einer fehlenden Meldepflicht der Krankheitsfälle oft bruchstückhaft. Die Daten der
epidemiologisch besser erfassten Gebiete, wie aus den westlichen Bundesländern, aus
Österreich, aus der Schweiz, sowie aus Teilen der USA zeigen, daß keine homogene
Durchseuchung vorliegt, sondern große lokale Unterschiede auftreten, wobei die
Erkrankungsgebiete immer auch Zeckengebiete darstellen.
Abb.1.4: Globale Verteilung diagnostizierter Fälle von Lyme-Borreliose (Schmid, 1985)
Weltweit konnten mehrere Zeckenarten identifiziert werden, welche Borrelia burgdorferi
übertragen und in unterschiedlichem Ausmaß von epidemiologischer Bedeutung sind
(Anderson, 1989). Gegenüber den Hauptvektoren Ixodes dammini (USA) (Burgdorfer, et
al., 1982), I. pacificus (USA) (Burgdorfer, et al., 1985), I. ricinus (Europa) (Barbour, et al.,
1983b) und I. persculatus (Asien) (Kawabata, et al., 1987; Ai, et al., 1990) sind I .
scapularis, I. dentatus und Amblyomma americanum wahrscheinlich nur von sekundärer
Bedeutung. Alle als Vektor fungierenden Ixodes-Arten entwickeln sich in einem
zweijährigen Zyklus aus dem Ei über Larve und Nymphe zum adulten Tier. Eine
vorangehende Blutmahlzeit ist für jede Häutung und beim weiblichen Tier zusätzlich für
die Eiablage zwingend notwendig und ermöglicht jeweils die Übertragung von Erregern
auf Mensch und Tier (Abb.1.5). I. ricinus zeigt eine geringe Wirtsspezifität und parasitiert
an über 300 Vogel-, Säuger- und Reptilienarten. Während Larven und Nymphen an
verschiedenen Wirbeltieren, wie einigen Vogelarten, Eidechsen, Hasen, Kaninchen,
Mäusen und größeren Tieren saugen (Walter und Liebisch, 1980), beziehen adulte Tiere
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ihre Blutmahlzeiten vorrangig von größeren Säugetieren wie Hirschen, Rehen, Hasen oder
diversen Haustieren (Balashov, 1968), wobei die wichtigsten Überträger für den Menschen
die Nymphen sind. Vögel sind für die weiträumige Verbreitung infizierter Zecken von
besonderer Bedeutung (Anderson, et al., 1986; Anderson, 1988; Anderson, 1991). Neben
der Körperwärme nehmen die Zecken auch die Buttersäure im Schweiß ihres Wirtes mit
dem Hallerschen Organ wahr und beißen sich mit ihren komplexen Mundwerkzeugen bei
Kontakt fest (Kemp, et al., 1982).
Abb.1.5: Entwicklungszyklus der Zecke und potentielle Übertragung von Borrelien
auf Mensch und Tier.
Der Saugakt dauert in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium der Zecken 2-7 Tage,
wobei die Aufnahme von Blut eine Vermehrung der im Mitteldarm befindlichen Borrelien
induziert (Piesman, et al., 1990). Ein Teil der Bakterien penetriert den Darm und wandert
in das Hämocoel ein, wofür das wirtseigene Plasminogen-Aktivierungssystem benötigt
wird, d. h.: die Spirochäten erlangen extrazelluläre proteolytische Aktivität von ihrem Wirt
(Fuchs, et al., 1994; Coleman, et al., 1995; Coleman, et al., 1997; Coleman und Benach,
1999). Eine Reihe spirochätaler Polypeptide, einschließlich OspA, wurde bereits als
Plasminogenrezeptoren identifiziert. Während der Blutmahlzeit der Zecken kommt es in
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den Borrelien zu einer Reihe von Antigenvariationen, insbesondere exprimieren immer
mehr Borrelien OspC (Schwan, et al., 1995; de Silva und Fikrig, 1997a; de Silva, et al.,
1999; Fingerle, et al., 2000), möglicherweise verläßt nur diese Subpopulation den
Mitteldarm der Arthropoden. Aus der Speicheldrüse gelangen die Bakterien schließlich in
die Stichwunde des Wirtes. Einen zweiten Mechanismus der Erregerübertragung stellt die
Regurgitation von Mitteldarmsekret der Zecke dar (Burgdorfer, 1984; Burgdorfer, et al.,
1989). Nicht invasive Stämme der so auf den Wirt übertragenen Erreger verbleiben an der
Stichstelle und führen wahrscheinlich nie zu einer systemischen Infektion, während
invasive Stämme von der Einstichstelle disseminieren und andere Wirtsgewebe infiltrieren.
Wichtiger als die hämatogene Ausbreitung dürfte bei der Erregerdissemination die
extravaskuläre Migration sein, wobei die Bindung der Borrelien an das Decorin, ein
Kollagen-assoziiertes extrazelluläres Matrix-Proteoglycan des Wirtsgewebes, von
Bedeutung ist. Ermöglicht wird dieser Kontakt durch zwei B. burgdorferi-Adhäsine:
Decorin-Binding Protein A und B (DbpA, DbpB), welche im Wirbeltierwirt exprimiert
werden (Guo, et al., 1995). Des weiteren wurden Interaktionen des Erregers mit
Fibroblasten, Fibronektin und Fibrozyten in vitro beobachtet (Klempner, et al., 1993; Grab,
et al., 1998; Grab, et al., 1999). Wie bereits erwähnt, bindet B. burgdorferi auch an das
wirtseigene Plasminogensystem. An die Bakterienoberfläche gebundenes Plasminogen
wird in Gegenwart von spezifischen Aktivatoren effektiv in Plasmin umgewandelt (Fuchs,
et al., 1996), ein stark proteolytisches Enzym mit breiter Substratspezifität. D. h.:
Erregerdissemination und Organinvasion werden durch die Nutzung des Plasminogen-
/Plasminsystems, welchem eine bedeutende Rolle bei der Fibrinolyse zukommt (Fuchs, et
al., 1994; Coleman, et al., 1995; Coleman und Benach, 1999), deutlich begünstigt.
Die Durchseuchungsrate der Vektoren variiert sehr stark in Abhängigkeit vom
Untersuchungsgebiet und liegt in endemischen Regionen z.B. bei I. ricinus in Europa bei
20-60% (Wilske, et al., 1987), bei I. damini in Nordamerika bei 12-100% (Anderson, et al.,
1983; Magnarelli, et al., 1986a). In Deutschland treten Schätzungen zufolge jährlich etwa
20.000-100.000 Neuerkrankungen auf, bekannte Endemiegebiete sind bestimmte Regionen
Bayerns, der Schwarzwald, der Odenwald, der Kraichgau und die Region Köln. In der
Regel weisen 11-30% der Bevölkerung einen erhöhten Antikörpertiter auf (Wilske, et al.,
1985; Schmid, et al., 1986), im Kraichgau sind etwa 17% seropositiv.
Die Verbreitung der Borrelien durch verschiedene Insektenarten wird diskutiert, jedoch
bleibt die epidemiologische Bedeutung dieser möglichen Vektoren noch offen. Eine
transovariale (vertikale) Erregerübertragung bei Zecken konnte in der Natur beobachtet
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und im Labor teilweise reproduziert werden, dennoch bleibt auch hier die
epidemiologische Bedeutung unklar (Satz, 1993).
4.2 Klinische Symptomatik
Bei der Lyme-Borreliose handelt es sich um eine multisystemische Infektionskrankheit,
welche eine große Vielzahl unterschiedliche Organe betreffende klinische Manifestationen
aufweist und beim Menschen zu einem stadienhaften Verlauf - ähnlich der Syphilis (Lues)
- führen kann. Die klassische Unterteilung der Erkrankung in drei Stadien ist bis heute
gültig (Tab.1.2), allerdings ist eine strenge Abgrenzung oft nicht möglich, da
beispielsweise Symptome aus Stadium III auch bereits in Stadium II auftreten oder
umgekehrt.
Tab.1.2: Klinischer Verlauf der Lyme-Borreliose (nach Steere, 1989; modifiziert)
Phase (Zeit nach Zeckenstich) Betroffenes Organsystem Symptome
Frühe Phase
(1-8 Wochen)
Ende der Frühphase
Lokale Infektion der Haut
Hämatogene Generalisation
Erythema chronicum migrans
Lymphadenosis benigna cutis
Allgemeinsymptome (Kopfschmerz,
Arthralgie, Myalgie, Fieber, u.a.)
Späte Phase
(2-12 Monate)
Organmanifestationen
Gelenke
Nervensystem
Herz
Leber
Mono- oder Oligoarthritis
Meningopolyradikulitis
Meningopolyneuritis
Fazialisparese
Myokarditis
Akute Hepatitis
Chronische Phase
(1-10 Jahre)
Persistierende Organbeteiligung
Gelenke
Nervensystem
Herz
Haut
Polyarthritis
Progressive Encephalomyelitis
Polyneuritis
Fatigue-Syndrom
Pankarditis
Acrodermatitis chronica atrophicans
Das Stadium I ist durch eine lokale Infektion der Haut gekennzeichnet, wobei in der frühen
Phase während der ersten acht Wochen eine sich zentrifugal ausbreitende Wanderröte
(Erythema chronicum migrans, ECM) auftreten kann (Abb.1.6). Das ECM ist ein sicheres
Zeichen der Erkrankung, welche in diesem Stadium durch Antibiotika-Gabe noch
vollständig therapiert werden kann. Allerdings tritt es lediglich bei ca. 60% aller Patienten
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in Erscheinung. Bei nicht oder zu spät erfolgender antibiotischer Behandlung kann die
Krankheit einen chronischen Verlauf nehmen.
Stadium II ist durch die Ausbreitung des Erregers über den Blutkreislauf des Wirtes
charakterisiert. Begleitet von wenig spezifischen Allgemeinsymptomen wie Müdigkeit,
Kopfschmerzen, Fieber und Arthralgien (Steere, et al., 1984) kann ein Befall der inneren
Organe, insbesondere des Nervensystems, der Gelenke, des Herzens und der
Skelettmuskulatur erfolgen. Zu den klinischen Krankheitsbildern zählen die
Neuroborreliose, die sich als Facialisparese, aseptische Meningitis oder Enzephalitis
manifestieren kann, sowie Arthritiden (Abb.1.6) oder das Borrelienlymphozytom.
Das Stadium III ist durch chronische Organmanifestationen gekennzeichnet. Zur klinischen
Symptomatik des Spätstadiums gehören chronische Polyarthritis (Steere et al., 1987),
Myeloenzephalitis (Ackermann, et al., 1985), Myokarditis (Klein, et al., 1991), oder
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA, Abb.1.6), eine atrophizierende, entzündliche
Hauterkrankung, auf der sich sekundär ein Plattenepithelkarzinom entwickeln kann
(Herxheimer und Hartmann, 1902; Götz, 1954; Götz, 1955; Ackermann, et al., 1984;
Weber, et al., 1984). Im allgemeinen treten bei einem Patienten in der jeweiligen Phase
nicht mehrere der beschriebenen Symptome gleichzeitig auf.
4.3 Pathogenese der Lyme-Borreliose
Die Lyme-Borreliose tritt vorwiegend bei Menschen und Haustieren auf, wohingegen
Wildtiere, die das natürliche Reservoir des Erregers darstellen, offenbar keine oder nur
sehr leichte Krankheitssymptome zeigen. Die beim Menschen ausgelöste, spezifische
humorale (Barbour, et al., 1983c; Craft, et al., 1986; Magnarelli und Anderson, 1986b;
Nadal, et al., 1989) und zelluläre (Krause, et al., 1990) Immunantwort ist nicht immer für
die Erregerelimination ausreichend. Auch in Spätstadien der Erkrankung ist noch eine
Erregeranzucht aus Biopsien möglich. Es wird daher angenommen, daß sich die Borrelien
an solchen Orten im Körper ihres Wirtes ansiedeln, die sich dem Zugriff des
Immunsystems (und der Antibiotikatherapie) weitgehend entziehen und daß sie sich
optimal an das entsprechende Mikromilieu anpassen. B. burgdorferi hat unterschiedliche
Mechanismen entwickelt, um dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen (de Silva und
Fikrig, 1997b).
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Abb.1.6: Klinische Manifestationen der Lyme-Borreliose. A: Erythema chronicum migrans, B:
Lymphadenosis cutis benigna. C: Lyme-Arthritis des rechten Kniegelenks. D: Periphere Fazialisparese links.
E: Acrodermatitis chronica atrophicans. (A: Brock et al., 1997, D-E: Krause und Burmester, 2000)
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Die Hoffnung, die molekularen Grundlagen der Pathogenese von B. burgdorferi zu
identifizieren, erfüllte sich auch nach vollständiger Sequenzierung des amerikanischen
Erregerisolates B31 (Fraser, et al., 1997; Casjens, et al., 2000) bislang nicht. Es konnten
keine bekannten Virulenzfaktoren oder bereits definierte, pathogenitätsassoziierte DNS-
Bereiche identifiziert werden. Über 40% der auf dem Chromosom lokalisierten und über
80% der auf den Plasmiden befindlichen offenen Leseraster zeigen keinerlei Ähnlichkeit
mit bisher bekannten Sequenzen, weshalb den entsprechenden Proteinen keine biologische
Funktion zugeordnet werden kann.
Die Erforschung der Pathogenese einer Borrelieninfektion erfordert geeignete Tiermodelle
und erfolgte maßgeblich an bestimmten Mäusestämmen, die - ähnlich dem Menschen -
multisystemische, hauptsächlich durch Arthritis und kardiovaskuläre Symptome
gekennzeichnete Infektionen entwickeln (Schaible, et al., 1989; Schaible, et al., 1990a).
Aus solchen Untersuchungen leitet sich die Vermutung ab, daß die Krankheit
möglicherweise durch Spirochäten-induzierte, inflammatorische Immunantworten des
Wirtsorganismus zustande kommt. Das Ausmaß der Erkrankung steht oft in keiner
Relation zu den nur geringen Erregerzahlen. Es wird daher angenommen, daß Borrelia
burgdorferi sich selbst verstärkende Prozesse in Gang zu setzen vermag, welche dann die
Krankheitssymptome auslösen (Nordstrand, et al., 2000). In vitro-Studien zeigten, daß B.
burgdorferi  in der Lage ist, Makrophagen zu aktivieren und die Bildung von
Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid (Modolell, et al., 1994), sowie einer Reihe von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6 und Tumornekrosefaktor
zu induzieren (Ma und Weis, 1993; Radolf, et al., 1995a). Des weiteren scheint der
Induktion einer großen Vielzahl von Chemokinen, wie zum Beispiel IL-8 (Ebnet, et al.,
1996; Wooten, et al., 1996; Burns, et al., 1997), welche verschiedene Leukozytentypen
aktivieren, eine bedeutende Rolle in der Pathogenese zuzukommen (Sprenger, et al., 1997).
Obgleich durch die Genomanalyse des Erregrs keine speziellen Virulenzfaktoren
identifiziert werden konnten, müssen die mit der äußeren Membran von B. burgdorferi
assoziierten Lipoproteine und Glykoproteine wohl als Auslöser der zur Erkrankung
führenden Prozesse betrachtet werden (Radolf, et al., 1995b). Zusätzlich sind diese
Lipoproteine in der Lage, direkt B-Zellen zu stimulieren (Ma und Weis, 1993; Honarvar, et
al., 1994) und kostimulatorische Signale für T-Zellen bereitzustellen (Simon, et al., 1995;
Knigge, et al., 1996). Aufgrund der genannten Beobachtungen wird vermutet, daß die
pathologischen Prozesse durch Interaktionen der Oberflächen- Lipo-/Glykoproteine der
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Spirochäten mit infiltrierenden und gewebespezifischen Zellen zustande kommen
(Nordstrand, et al., 2000).
In vivo - Studien an immunkompetenten (Barthold, et al., 1990; Schaible, et al., 1991) und
immunkompromittierten (Schaible, et al., 1989) Mausstämmen ergaben, daß die
Pathogenese von B. burgdorferi sowohl vom genetischen Hintergrund des verwendeten
Tiermodells als auch vom verwendeten B. burgdorferi sensu lato - Genotyp abhängig ist
(Pennington, et al., 1997).
Unter den zehn bisher beschriebenen B. burgdorferi-Genospezies konnten lediglich B.
burgdorferi sensu stricto, B. garinii und B. afzelii als eindeutig pathogen identifiziert
werden (Van Dam, et al., 1993). Andererseits können ursprünglich Krankheit-auslösende
Isolate durch wiederholte in vitro-Passagen Plasmide verlieren und dadurch apathogen
werden (Schwan, et al., 1988; Casjens, et al., 2000).
Kürzlich konnte ein Mechanismus beschrieben werden, mit dessen Hilfe es dem Erreger
gelingt, sich dem Angriff des Komplementsystems, einer sehr effektiven Komponente der
unspezifischen Immunabwehr, zu entziehen. Dies geschieht im Wesentlichen durch
Bindung zweier Komplement-Kontrollproteine des Wirtes: Factor H-like Protein
1/reconectin (FHL-1) und Faktor H (Kraiczy, et al., 2001a; Kraiczy, et al., 2001b). Bislang
wurden fünf B. burgdorferi-Proteine beschrieben, die mit Komplement-Kontrollproteinen
interagieren (complement regulators-acquiring surface proteins, CRASPs). Hierzu zählt
auch das OspE, welches als spezifischer Ligand für Faktor H identifiziert wurde
(Hellwage, et al., 2001). Faktor H befindet sich im Blutplasma des Wirtes und wirkt
inhibierend auf das Komplementsystem, aber auch mit dem Kontrollprotein beladene
Borrelien entgehen durch diesen Mechanismus der Komplementlyse. In diesem
Zusammenhang ist auch erwähnenswert, daß in mehreren Studien gezeigt werden konnte,
daß verschiedene Borrelien-Genospezies unterschiedlich sensitiv gegenüber Komplement
einer bestimmten Wirtspezies, wie zum Beispiel Vögel, Nager oder Wiederkäuer sind (Van
Dam, et al., 1997; Kurtenbach, et al., 1998; Kraiczy, et al., 2001a; Kraiczy, et al., 2001b),
wodurch es möglich ist, für die entsprechenden Genospezies regelrechte Resistenz-
/Sensitivitätsmuster zu ermitteln. Die unterschiedlich ausgeprägte Komplementsensitivität
spielt eine Schlüsselrolle bei der Ökologie der Lyme-Borreliose.
Ein Charakteristikum der Krankheit ist der oft zu beobachtende Wechsel von aktiven,
klinisch symptomatischen Phasen und von Phasen der Remission. Vermutlich gehen den
ersteren kurze Bakteriämien voraus, welche zum Befall neuer Organe führen können,
während sich der Erreger in den inaktiven Phasen im Gewebe aufhält.
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4.4 Antigenvariation bei B. burgdorferi sensu lato
Seit 1992 ist bekannt, daß es sich bei B. burgdorferi sensu lato nicht um eine einheitliche
Bakterienart handelt, sondern um eine äußerst heterogene Gruppe von Subtypen. In
verschiedenen Endemiegebieten konnten B. burgdorferi-Stämme isoliert werden, welche
sich hinsichtlich ihrer Antigenstruktur unterscheiden. Während bestimmte, bereits für viele
Pro- und Eukaryonten beschriebene Proteine, wie das 41 kDa-Flagellin oder die
Hitzeschockproteine HSP60 und HSP70 stark konserviert vorliegen, zeigen die Plasmid-
kodierten Oberflächenantigene der einzelnen Stämme einen ausgeprägten Polymorphismus
(Barbour und Schrumpf, 1986c; Wilske, et al., 1988b). Mit Hilfe von Sequenzvergleichen
und anderen molekularbiologischen Methoden wie Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und
Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP) konnte von der Arbeitsgruppe
Wallich et al. (1993) das Ausmaß der genetischen Variabilität innerhalb der Gruppe B.
burgdorferi bestimmt und drei Subtypen (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii und B.
afzelii) definiert werden. Zur Genospezies B. burgdorferi sensu stricto zählen alle
nordamerikanischen und wenige europäische Isolate. Dagegen gehört der größte Teil der
europäischen und nahezu alle asiatischen Isolate zur Genospezies B. garinii. Die
russischen Isolate sind dem Subtyp B. afzelii zuzuordnen (Wallich, et al., 1993a). Bisher
sind insgesamt zehn verschiedene Borrelien-Subtypen beschrieben worden: B. burgdorferi
sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. bissettii, B. lusitaniae, B. japonica, B.
andersonii, B. turdae und B. tanukii, von denen nur die ersten drei genannten
nachgewiesenermaßen humanpathogen sind. Die einzelnen Genospezies von B.
burgdorferi sensu stricto zeigen auch eine verhältnismäßig starke, intraspezifische
Diversität, wobei B. garinii offenbar die am stärksten polymorphe Genospezies
repräsentiert (Nakao, et al., 1994; Postic, et al., 1994; Le Fleche, et al., 1997; Masuzawa, et
al., 1997; Postic, et al., 1998; Marconi, et al., 1999).
Antigenvariabilität tritt jedoch nicht nur zwischen den einzelnen Genospezies, sondern
auch innerhalb der Vertreter eines einzelnen Subtyps auf, indem die Expression der
Oberflächenantigene von B. burgdorferi äußerst variabel ist. So wird beispielsweise OspA
von Borrelien im Darm der Zecke exprimiert, nach einsetzender Blutmahlzeit und
Wanderung in die Speicheldrüse erfolgt stattdessen die Expression von OspC (Fingerle, et
al., 1995; Schwan, et al., 1995). Von letzterem konnte wiederum gezeigt werden, daß seine
Expression in vitro von der Erregerdichte (de Silva, et al., 1999), deren Wachstumsphase
(Ramamoorthy und Philipp, 1998) und der Temperatur (Schwan, et al., 1995; Stevenson, et
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al., 1995) abhängt, sowie in vitro von den Veränderungen der Guaninkonzentration
(Margolis, et al., 1994) oder des pH-Werts (Carroll, et al., 1999). Ebenso wurde für die
Expression von Decorin-Binding Protein eine Temperaturabhängigkeit beschrieben (Skare,
et al., 1999) und auch die für die Erp-Proteine kodierenden Gene werden
temperaturabhängig differentiell exprimiert. Die Anzahl der Transkripte nimmt nach einem
Shift der Borrelien von 23°C auf 35°C zu (Stevenson,  et. al., 1998). Andere
Oberflächenproteine wiederum, wie beispielsweise das pG, ein 22 kDa Lipoprotein,
werden ausschließlich in vivo, nicht jedoch in Kulturborrelien exprimiert (Wallich, et al.,
1995). Das Borrelien-Antigen pG repräsentiert damit ein Mitglied der neu identifizierten,
selektiv in Säugetieren exprimierten Proteinfamilie, das entsprechende Gen ist auf einem
48 kb großen, linearen Plasmid lokalisiert.
Barbour und Stoenner zeigten bereits 1985, daß sich B. hermsii durch multiphasische
Variation eines Oberflächen-exponierten Membranproteins, des sog. Vmp (Variable major
protein), der Immunantwort des Wirtes entzieht, wobei es durch Rekombination des Vmp-
Gens auf den linearen Plasmiden zum Auftreten neuer Serotypen kommt. Ein ähnlich
geartetes, sog. Vls-System (Vmp-like sequence) konnte in neueren Studien auch für B.
burgdorferi B31 nachgewiesen werden. Durch zufällige Rekombinationsereignisse
zwischen der VlsE-Kassettenregion für das exprimierte VlsE-Lipoprotein (Vls expression
site) und den 15 stummen Vls-Kassetten können Antigenvariationen erzeugt werden, die es
dem Pathogen ermöglichen, während der Infektion im Säuger dem Immunsystem des
Wirtes zu entkommen (Zhang und Norris, 1998a; Zhang und Norris, 1998b).
4.5 Diagnose der Lyme-Borreliose
Die unter 4.4 beschriebene Antigendiversität zwischen den unterschiedlichen,
humanpathogenen Borrelienstämmen, die genetische Variabilität innerhalb einer
Genospezies, die differentielle Expression von Oberflächenantigenen, sowie die
Möglichkeit der intrazellulären Persistenz (Ma, et al., 1991; Girschick, et al., 1996) und
diverse andere Mechanismen, mit deren Hilfe sich die Borrelien dem Zugriff des
Immunsystems entziehen (siehe 4.3), erschweren die Diagnose der Lyme-Borreliose ganz
beträchtlich. Dies gilt in noch viel größerem Ausmaß auch für die Entwicklung
hochwirksamer, spezifischer Vakzine und therapeutisch wirksamer Agenzien.
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Die meisten klinischen Manifestationen der Lyme-Borreliose sind nicht pathognomisch.
Einzig das nach Zeckenstich oft auftretende Erythema chronicum migrans ist ein
eindeutiges Zeichen für das Vorliegen einer Lyme-Borreliose. Allerdings wird diese
primäre Hautinfektion nur bei ca. 60% aller Patienten beobachtet und kann in ihrem
Erscheinungsbild in Abhängigkeit von der durch B. burgdorferi induzierten
Entzündungsantwort stark variieren. Fehlt die Ausbildung eines solchen Erythems, oder
wird dieses übersehen, gestaltet sich die Diagnose der Lyme-Borreliose auch heute noch
schwierig. Die einzige eindeutige Bestätigung der klinischen Diagnose ist im
Erregernachweis mittels Anzucht in Kultur zu sehen.
Allerdings gestaltet sich der direkte Nachweis des Pathogens in der Routine aufgrund der
langen Generationszeit von B. burgdorferi und der geringen Erregerdichte in den
infizierten Geweben oft schwierig (Preac-Mursic, et al., 1984; Steere, 1989; MacDonald,
et al., 1990; Nadelman, et al., 1990). Auch mit Hilfe der sehr sensitiven Polymerase-
Kettenreaktion kann ein direkter Erregernachweis scheitern. Des weiteren vermag diese
Methode nicht zwischen lebenden und damit vermehrungsfähigen und bereits
abgestorbenen Borrelien zu differenzieren. Die PCR ist hilfreich bei der Analyse des
Erythema chronicum migrans (Hautbiopsie), sowie der Lyme-Arthritis (Gelenkpunktat),
versagt jedoch häufig bei der Neuroborreliose (Liquor) (Wilske, 1995).
Aufgrund der Probleme beim direkten Erregernachweis ist das Mittel der Wahl für die
Labordiagnose der Lyme-Borreliose der indirekte Nachweis des Pathogens mittels
Borrelien-spezifischer Antikörper im Patientenserum, Liquor oder der Synovialflüssigkeit.
Hierfür finden üblicherweise Immunfluoreszenztests (IFT) oder ELISAs (Enzyme linked
immunosorbent assay) auf der Basis von intakten Borrelien, Ultrasonikat-Extrakten oder
rekombinanten Proteinen, wie zum Beispiel dem Flagellin, Anwendung (Magnarelli, et al.,
1989; Karlsson, 1990; Wallich, et al., 1990; Christenson und White, 1991; Hansen, et al.,
1991; Lin, et al., 1991; Wilske, et al., 1991; Magnarelli, et al., 1992). Ein positives ELISA-
Ergebnis sollte stets im Immunoblot verifiziert werden. Dieser erlaubt eine stärker
differenzierende, spezifische und sensitive Beurteilung der humoralen Immunantwort, da
die Serumantikörper den elektrophoretisch aufgetrennten und auf einem festen Medium
fixierten Antigenen des Erregers zugeordnet werden können (Grodzicki und Steere, 1988;
Grellner, et al., 1989; Lane, et al., 1990). Eine Unterscheidung zwischen hochspezifischen
und kreuzreaktiven Banden ist möglich. Ein Immunoblot wird in der Regel dann als positiv
erachtet, wenn sich eine bestimmte Anzahl spezifischer Banden entwickelt, während den
kreuzreaktiven Banden wenig diagnostische Bedeutung zukommt.
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Bei allen serologischen Nachweisverfahren besteht die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse
durch kreuzreagierende Antikörper (Rheumafaktoren, Autoimmunerkrankungen,
Infektionen mit Epstein-Barr-Virus und Treponema pallidum), was insbesondere auf
Spätmanifestationen der Lyme-Borreliose zutrifft (Magnarelli, et al., 1990; Feder, et al.,
1991; Bruckbauer, et al., 1992; Fawcett, et al., 1992).
4.6 Impfung gegen Lyme-Borreliose
Im Tiermodell konnte gezeigt werden, daß Immunseren von experimentell und auf
natürliche Weise durch Zeckenstich mit Borrelien infizierten Mäusen in der Lage waren,
native Tiere vor einer nachfolgenden Infektion mit Spirochäten zu schützen (Barthold und
Bockenstedt, 1993; Schaible, et al., 1993a). Damit ist im Tierexperiment belegt, daß
Antikörper gegen B. burgdorferi bei der Infektabwehr von Bedeutung sind und eine starke
protektive Wirkung haben. Diese scheint jedoch zeitlich beschränkt zu sein, da im
Hamstermodell gezeigt werden konnte, daß nur solche Immunseren optimal wirksam
waren, die bis zu fünf Wochen nach Infektbeginn von Spendertieren gewonnen wurden.
Bei später entnommenen Seren nahm die protektive Wirkung wieder ab, obgleich die
gemessenen Antikörpertiter gleich hoch blieben. Auch bei der Lyme-Borreliose zeigt sich
damit das von anderen Infekten her bekannte und noch ungeklärte Phänomen, daß die
Höhe des Antikörpertiters nicht mit der Menge der protektiven Antikörper übereinstimmt.
Vakzine auf der Basis vollständiger Spirochäten, wie zum Beispiel „MeriLym“ (Merial,
Hallbergmoos, Deutschland) werden in der Veterinärmedizin bereits erfolgreich
angewandt und bestehen meist aus in BSK-Medium kultivierten Borrelien, welche
inaktiviert, in Kälberserum aufgenommen und mit einem geeigneten Adjuvans versehen
werden. Allerdings besteht auch eine Gefahr von Nebenwirkungen, welche in der
Tiermedizin im Gegensatz zur Humanmedizin noch tolerierbar sind. Bei der Entwicklung
eines Humanimpfstoffes wird dagegen eine andere Strategie verfolgt: Ziel ist es hier,
einzelne Borrelienantigene zu identifizieren, welche die Bildung protektiver Antikörper
induzieren. Zwischenzeitlich wurden einige Gene identifiziert, die für Proteine kodieren,
welche die Bildung von unterschiedlich stark protektiven Antikörpern induzieren. Hierzu
zählt beispielsweise der potenteste Impfstoffkandidat OspA, aber auch OspB, OspC,
DbpA, DbpB, P35 oder P37 (Fikrig, et al., 1990; Schaible, et al., 1990b; Barthold, et al.,
1996; Fikrig, et al., 1997; Feng, 1998). Eine auf rekombinantem OspA basierende,
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monovalente Vakzine wurde entwickelt (Schaible, et al., 1990b; Simon, et al., 1991a;
Wallich, et al., 1994), welche in der Lage ist, einen etwa 80%-igen Schutz vor Infektionen
mit B. burgdorferi sensu stricto beim Menschen zu vermitteln (Sigal, et al., 1998; Steere, et
al., 1998) und in den USA bereits zur allgemeinen Verwendung zugelassen wurde. In
Europa ist der Impfstoff aufgrund des Vorkommens der beiden anderen humanpathogenen
Genospezies B. afzelii und B. garinii, welche heterologe OspA Proteine exprimieren
(Gern, et al., 1993a), jedoch nur eingeschränkt wirksam. Die Wirkungsweise der Vakzine
stellt eine Besonderheit dar, indem die Borrelien nicht im Körper des Säugerwirtes,
sondern in den Blut-saugenden Zecken selbst abgetötet werden (Fikrig, et al., 1992a)
(Abb.1.7): Die im Blut des geimpften Individuums vorhandenen OspA-Antikörper
gelangen während der Blutmahlzeit in den Darm der Zecken. Bei Nymphen, welche den
Saugakt noch nicht vollzogen haben, beschränkt sich das Vorkommen der Spirochäten in
der Regel auf diesen Ort (Burgdorfer, et al., 1991; Gern, et al., 1996), an dem die
Bakterien auf ihrer Oberfläche OspA exprimieren (Schwan, et al., 1995). Hieran binden die
Anti-OspA-Antikörper aus dem Säugerblut, so daß keine infektiösen Borrelien mehr auf
den Wirt übertragen werden können und dieser vor einer Infektion mit den entsprechenden
Erregern geschützt ist (Fikrig, et al., 1992a; de Silva, et al., 1996).
Abb.1.7: Wirkungsweise der OspA basierten Vakzinierung bei Säugetieren; siehe Text. (Prof. Dr. Markus
Simon, Max-Planck-Institut für Immunbiologie, Freiburg, Deutschland und PD Dr. Reinhard Wallich, Institut
für Immunologie der Universität Heidelberg, Heidelberg, Deutschland)
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4.7 Therapie der Lyme-Borreliose
Bereits vor über 50 Jahren, also lange vor der Entdeckung des Erregers der Lyme-
Borreliose, war bekannt, daß das Erythema chronicum migrans, die Acrodermatitis
chronica atrophicans oder das Bannwarth-Syndrom erfolgreich mit Penizillin behandelt
werden kann. Auch heute noch ist die Antibiotika-Behandlung die einzige
erfolgversprechende Therapie der Lyme-Borreliose. Wird gleich im Frühstadium beim
Auftreten des charakteristischen Erythema migrans eine solche Behandlung eingeleitet, ist
die Erkrankung in der Regel schnell und vollständig heilbar. Ist diese Hautmanifestation
jedoch nicht entwickelt (bei ca. 40% aller Patienten) oder wird sie übersehen, gestaltet sich
die Therapie schwieriger, da der Erreger möglicherweise schwer zugänglich ist, bzw. die
Spätmanifestationen eventuell nicht mehr von lebenden Erregern unterhalten werden. In
der Regel kann die Lyme-Borreliose jedoch in allen Stadien durch eine antibiotische
Therapie behandelt werden. Im frühen Stadium werden die Antibiotika oral und im
chronischen Stadium intravenös verabreicht, wobei es sich meist um Penizilline,
Cephalosporine oder Tetracycline handelt (Steere, et al., 1980; Dattwyler und Luft, 1989).
Von der humoralen Immunität geht kein zuverlässiger Schutz gegen Borrelieninfektionen
aus, da trotz vorhandener Antikörper Reinfektionen mit anderen B. burgdorferi-Stämmen
oder Spätmanifestationen der Erkrankung auftreten können.
Neben der derzeitigen Therapie mit Antibiotika wäre der Einsatz therapeutisch wirksamer
Antikörper bzw. einer aktiven, therapeutischen Vakzinierung, welche zu einer spezifischen
Inaktivierung von B. burgdorferi führt, wünschenswert. Grundvoraussetzung für den
Erfolg solcher Antikörper ist, daß ihre Zielantigene im Säugerwirt exprimiert werden.
Eben dies trifft auf das prophylaktisch wirksame OspA nicht zu. Zwar ist es ein
prominentes Antigen auf Borrelien im Mitteldarm von Zecken, verliert sich aber nach
Übertragung der Erreger auf den Säugerwirt zugunsten des OspC-Antigens (Schwan, et al.,
1995; Montgomery, et al., 1996). Es liegt daher nahe, das therapeutische Potential von anti-
OspC Antikörpern zu untersuchen. Tatsächlich konnten Zhong et al. in ihrer Studie zeigen,
daß der passive Transfer polyklonalen OspC-reaktiven Immunserums auf B. burgdorferi-
infizierte SCID-Mäuse sowohl zur vollständigen Ausheilung einer chronischen Arthritis
und Karditis, als auch zur Eliminierung des Pathogens führte (Zhong, et al., 1997). Hierbei
spielt es offensichtlich keine Rolle, ob die wirksamen Antikörper vor Krankheitsbeginn
(Tag 10 post inokulationem), zum Zeitpunkt einer voll entwickelten Symptomatik (Tag 19
nach Inokulation) oder während der chronischen Krankheitsphase (Tag 60 post
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inokulationem) verabreicht werden. Allerdings war der therapeutische Effekt streng
dosisabhängig und konnte nur bei Dosen von ≥ 10 µg anti-OspC Antikörper pro Maus
beobachtet werden, während 3µg oder 0,3µg derselben Serumpräparation nur einen
vorübergehenden Effekt auf den Verlauf der Arthritis hatten und nicht zur Eliminierung
persistenter Erreger führten. Zusätzlich muß der anti-OspC Titer vermutlich über eine
bestimmte Mindestdauer hinweg erhöht sein, um eine Eliminierung der Spirochäten zu
gewährleisten.
Zhong et al. konnten in einer nachfolgenden Studie den therapeutischen Nutzen der
passiven Immunisierung mit anti-OspC-Immunserum auf immunkompetente BALB/c-
Mäuse ausweiten, welche experimentell oder via Zeckenstich infiziert wurden (Zhong, et
al., 1999). Dahingegen vermittelte die aktive Immunisierung von immunkompetenten
AKR/N-Mäusen mit GST-OspC lediglich einen vollständigen Schutz vor einer B.
burgdorferi-Infektion, führte jedoch nicht zur Eliminierung der Spirochäten oder
Abschwächung der klinischen Manifestationen im Falle einer bereits bestehenden
Infektion. Dies ist besonders deshalb verwunderlich, weil eine konstitutive OspC-
Expression bei B. burgdorferi wärend der Infektion von Mäusen über mindestens 100 Tage
hinweg mittels RT-PCR in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen werden konnte.
Diese Beobachtungen bedürfen noch der genaueren Klärung, könnten aber nach Meinung
der Autoren auf eine verminderte Oberflächenexpression von OspC bzw. einen Rückzug
der Borrelien an immunologisch privilegierte Orte zurückzuführen sein. Möglicherweise
handelt es sich auch um ein Phänomen, das als „original antigenic sin“ bezeichnet wird
und erstmals bei Influenza-vakzinierten Menschen beobachtet werden konnte (Wilson und
Cox, 1990). In diesen Studien hatten die induzierten Antikörper eine höhere Affinität zu
Erregerstämmen, denen die Patienten in der Kindheit ausgesetzt waren als zu
Impfstämmen. Es könnte damit zu einer vom Pathogen selbst verursachten Unterdrückung
der protektiven Immunantwort kommen. Die genannten Studien zum Einsatz therapeutisch
wirksamer Antikörper werfen neue Fragen auf und ermutigen zu weiteren Arbeiten mit
dem Ziel der Entwicklung therapeutischer Vakzinierungsprotokolle gegen die Lyme-
Borreliose.
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5. Zielsetzung der Arbeit
Ausgangspunkt für die vorliegende Arbeit sind Tierversuche, in denen gezeigt wurde, daß
Maus-Immunseren, die nach Nadelinfektion mit hohen Spirochäten-Dosen (108 infektiöse
B. burgdorferi sensu stricto, Stamm ZS7) generiert worden sind, protektive Antikörper
enthalten, die nach passivem Transfer in SCID-Mäuse diese vor einer nachfolgenden
Borrelieninfektion (experimentell oder via Zeckenstich) schützen. Hingegen zeigten Seren,
die nach Injektion von 103 Borrelien oder Zecken-vermittelter Erregerübertragung
gewonnen wurden, keine Protektion. Da bereits bekannt ist, daß OspA, OspC und DbpA-
spezifische Antikörper im SCID-Maus-Modell Schutz vermitteln, wurden Antikörper mit
entsprechender Spezifität aus dem α108IS durch Absorption entfernt. Das Immunserum
hatte weiterhin protektive Aktivität nach Transfer in SCID-Mäuse und muß demzufolge
weitere, B. burgdorferi-spezifische Antikörper enthalten, die in der Lage sind, die SCID-
Maus vor einer B. burgdorferi-Infektion zu schützen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Spezifität dieser Antikörper zu ermitteln und die
entsprechenden Antigene als Voraussetzung für die Entwicklung eines Impfstoffes der 2.
Generation zu charakterisieren. Hierzu sollten mittels Screening einer B. burgdorferi -
Expressions-Library, „neue“ Antigene identifiziert werden, die mit dem absorbierten α108
Immunserum reagieren.
Die Expression der identifizierten B. burgdorferi-Antigene in verschiedenen Mikromilieus
(Zecke, Maus) sollte mittels RT-PCR untersucht werden. Ein weiteres Ziel war die
Herstellung spezifischer Antiseren bzw. monoklonaler Antikörper und die Testung auf
deren Schutz-vermittelnden Charakter nach einer experimentellen oder Zecken-
vermittelten Borrelieninfektion
Soweit möglich, sollten die natürlichen Liganden der neuen Antigene identifiziert werden.
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II. Material und Methoden
1. Material
1.1 Allgemeine Laborchemikalien
Agarose Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Amoniumperoxodisulfat (APS) BioRad, München, Deutschland
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat/
Nitroblau-Tetrazolium (BCIP/NBT)
Sigma, Steinheim, Deutschland
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-
Galactopyranosid (X-Gal)
BTS-BioTech Trade&Service,
St.Leon-Rot, Deutschland
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland
Calciumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland
Diethyl Pyrocarbonat (DEPC) Sigma, Steinheim, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, Deutschland
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Steinheim, Deutschland
Essigsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt, Deutschland
Ficoll, Dichte: 1.077 g/l Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland
Formaldehydlösung 37% Merck, Darmstadt, Deutschland
Formamid Merck, Darmstadt, Deutschland
Gelatine Sigma, Steinheim, Deutschland
Glutathion, reduziert Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Glutathion-Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycin Applichem, Darmstadt,
Deutschland
Harnstoff Merck, Darmstadt, Deutschland
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Hexadodecyltrimethylammoniumbromid (CTAB) Sigma, Steinheim, Deutschland
Isoamylalkohol (3-Methyl-1-Butanol) Riedel-de-Haën, Seelze,
Deutschland
Isobutanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Isopropyl-β-Thiogalactopyranosid (IPTG) Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland
LiChrosolv Chromatographiewasser Merck, Darmstadt, Deutschland
Magermilchpulver Nestlé, Frankfurt, Deutschland
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED) BioRad, München, Deutschland
Natriumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumazid Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumcitrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumthiosulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
N-Lauroyl-Sarkosin (Sarkosyl) Sigma, Steinheim, Deutschland
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X 100) Sigma, Steinheim, Deutschland
Ortho-Phosophorsäure Riedel-de-Haën, Seelze,
Deutschland
Phenol Roth, Karlsruhe, Deutschland
o-Phenylendiamin (OPD)-Tabletten Sigma, Steinheim, Deutschland
Phenylmethylsulfonyl Fluorid(PMSF) Sigma, Steinheim, Deutschland
Phosphate Buffered Saline (PBS), Ca2+-, Mg2+-frei Biochrom, Berlin, Deutschland
Polyethylenglykol (PEG) 1500 Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) Sigma, Steinheim, Deutschland
3-(N-Morpholino)propansulfonsäure (MOPS) Roth, Karlsruhe, Deutschland
RNAzol B WAK-Chemie Medical, Bad
Soden, Deutschland
Salzsäure Merck, Darmstadt, Deutschland
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Serva Blue R Serva, Heidelberg, Deutschland
Silbernitrat Roth, Karlsruhe, Deutschland
Szintillationsflüssigkeit Wallac, Freiburg, Deutschland
Tetanustoxoid Chiron Behring, Marburg,
Deutschland
Tris-Base Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland
Ultra pure Protogel
(Acrylamid 30% / Bisacrylamid 0,8%)
National Diagnostics, Atlanta,
USA
Xylen Cyanol Fulka, Buchs, Schweiz
1.2 Puffer und Lösungen
20x SSC, pH 7,0 - 3 M Natriumchlorid
- 0,3 M Natriumcitrat
5x reduzierender Probenpuffer - 0,6 M Tris (pH6,8)
- 10% (w/v) SDS
- 0,25 M DTT
- 50% (v/v) Glycerol
- 0,2% (v/v) Bromphenolblau (gesättigte
Lösung)
6x DNS Auftragsbuffer Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
ACK-Lysepuffer, pH 7,27 - 155 mM Ammoniumchlorid
- 10 mM Kaliumhydrogenkarbonat
- 1 mM EDTA
Bindungspuffer, pH 7,0
(Aufreinigung monoklonaler Antikörper)
- 20 mM Natriumphosphat
Bindungspuffer, pH 9,6 (ELISA) - 50 mM Natriumcarbonat (wasserfrei)
- 0,02% (w/v) Natriumazid
Blockierungspuffer (ELISA) - 0,1% (w/v) Gelatine
- 0,01 M (w/v) Natriumazid
Churchpuffer (Southernblot) - 250 mM Natriumhydrogenphosphat (pH 
7,2)
- 10 mM EDTA
- 7% (w/v) SDS
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Church-Waschpuffer (Southernblot) - 40 mM Natriumhydrogenphosphat (pH 7,2)
- 1% (w/v) SDS
Coomasie-Entfärbelösung - 45% (v/v) Methanol
- 7,5% (v/v) Essigsäure
Coomasie-Gelfärbelösung - 0,05% (w/v) Serva Blue R
- 45% (v/v) Methanol
- 10% (v/v) Essigsäure
Denaturierungspuffer (Northernblots) - 50% (v/v) Formamid
- 18% (v/v) Formaldehyd
- 2% (v/v) MOPS Puffer
Elektroelutionspuffer - 40 mM Tris
- 20 mM Essigsäure
- 0,025% (w/v) SDS
Elutionspuffer, pH 7,0
(Aufreinigung monoklonaler Antikörper)
- 0,1 M Glycin-HCl
Färbelösung (Silberfärbung) - 90 ml H2ODD
- 10 ml Silbernitratlösung 120 mM
- 50 µl Formaldehyd mind. 37%
Fixierlösung (Silberfärbung) - 50% (v/v) Methanol
- 12% (v/v) Essigsäure
GST-Elutionspuffer - 0,15 g reduziertes Glutathion
- 50 mM Tris/HCl (50 mM, pH 8,0)
Hexanucleotidmix 10x konz. Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Imprägnierlösung (Silberfärbung) - 100 ml H2ODD
- 50 µl Natriumthiosulfat 1,73 M
- 50 µl Formaldehyd mind. 37%
Kammerpuffer, pH 8,3
(Proteingelelektrophorese)
- 2,5 mM Tris
- 19 mM Glycin
- 0,1% (w/v) SDS
MOPS Puffer - 40 mM MOPS
- 10 mM Natriumacetat
- 2 mM EDTA
Neutralisierungspuffer, pH 7,0
(Southernblots)
- 1,5 M Natriumchlorid
- 0,5 M Tris
                                                                                                            Material und Methoden
33
Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,2 - 137 mM Natriumchlorid
- 2,7 mM Kaliumchlorid
- 4 mM Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat
- 1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
Reduktionslösung (Silberfärbung) - 100 ml Natriumcarbonatlösung 0,57 M
- 1 µl Natriumthiosulfat 1,73 M
- 50 µl Formaldehyd mind. 37%
Restriktionsenzympuffer B Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland
Restriktionsenzympuffer H Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland
Sammelgelpuffer (UGB), pH 6,8
(Proteingelelektrophorese)
- 0,5 M Tris
- 0,4% (w/v) SDS
Stopplösung (ELISA) - 1,3 N Schwefelsäure
Substratlösung (ELISA) - 1 mg/ml OPD in Substratpuffer
- 0,03% (v/v) Wasserstoffperoxid
Substratpuffer, pH 6,0 (ELISA) - 0,1 M Kaliumdihydrogenphosphat
TAE-Puffer, pH 8,0 - 2 M Tris
- 1 M Essigsäure
- 0,05 M EDTA
TBE-Puffer - 0,089 M Tris
- 0,089 M Borsäure
- 0,002 M EDTA
TE-Puffer, pH 8,0 - 10 mM Tris
- 1 mM EDTA
TNC-Puffer - 50 mM Tris (pH 8,0)
- 150 mM Natriumchlorid
- 2,5 mM Calciumchlorid-2-hydrat
Trenngelpuffer (LGB), pH 8,8
(Proteingelelektrophorese)
- 1,5 M Tris
- 0,4% (w/v) SDS
Tris Buffered Saline (TBS), pH 7,3 - 150 mM Natriumchlorid
- 50 mM Tris
Waschpuffer (ELISA) - 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS
Westerntransferpuffer, pH 8,9 - 48 mM Tris
- 39 mM Glycin
- 20% (v/v) Methanol
- 0,0375% (w/v) SDS
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1.3 Kits
ABM-s-Adjuvans Linaris, Wertheim, Deutschland
Advantage RT-for-PCR Kit Clonetech, Heidelberg, Deutschland
AGSGold PCR-Kit Thermo Hybaid, Ulm, Deutschland
Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction
PE Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland
ECL Western Blotting Detection Reagent Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Deutschland
HighTrap affinity columns Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Jetquick Gelelutionskit Genomed, Bad Oeynhausen, Deutschland
Micro BCA Protein Assay Reagent Pierce, Rockford/Illinois, USA
Mouse Monoklonal Antibody Isotyping
Reagent
Sigma, Steinheim, Deutschland
Ponceau S Konzentrat Sigma, Steinheim, Deutschland
Quiagen Plasmid Maxi Kit Quiagen, Hilden, Deutschland
Quiagen Plasmid Midi Kit Quiagen, Hilden, Deutschland
Random Primed DNS Labeling Kit Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Sigma ImmunoType Mouse Monoklonal
Antibody Isotyping Kit
Sigma, Steinheim, Deutschland
TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, Niederlande
Template Suppression Reagent
(TSR) Puffer
PE Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland
Western Blot Borrelia burgdorferi Genzyme Virotec, Rüsselsheim, Deutschland
1.4 Molekulargewichtstandards
GeneRuler 1kb DNS Ladder MBI Fermentas, St.Leon-Rot Deutschland
Prestained Protein Marker, Broad Range New England Biolabs, Frankfurt/Main,
Deutschland
1.5 Enzyme
Calf Intestinal Phosphatase (CIP) Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
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Klenow Enzym Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
T4-Ligase Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Lysozym Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
MMLV reverse Transkriptase Clonetech, Heidelberg,
Deutschland
Proteinase K Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Restriktionsenzym BamHI Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Restriktionsenzym EcoRI Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Restriktionsenzym NcoI Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Restriktionsenzym SmaI Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Taq-Polymerase Thermo Hybaid, Ulm,
Deutschland
Thrombin Protease Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg Deutschland
Vent-Polymerase New England Biolabs,
Frankfurt/Main, Deutschland
1.6 Radioaktive Substanzen
3H Thymidin, 1 mCi/ml Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
32P dCTP Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
1.7 32P markierte, spezifische DNS-Sonden
OspA eigene Präparation
ZS7.A36 eigene Präparation
ZS7.A66 eigene Präparation
ZS7.A68 eigene Präparation
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1.8 Plasmide
pGEM-T Easy Promega, Mannheim, Deutschland
pUEX1 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
pGEX-2T Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
pCR2.1 Invitrogen, Groningen, Niederlande
1.9 Primer
Sequenzierprimer:
Vektorlokalisiert OL32/33: Oligonukleotidsynthese-Abteilung, Deutsches 
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, 
Deutschland
3´/5´pGEX: Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland
OL32 (pUEX1) 5´- CCT GGA GCC CGT CAG TAT CGG C -3´
OL33 (pUEX1) 5´- CAG TTA GTT AGT CGT TCG AAC -3´
3´pGEX (pGEX-2T) 5´- CCG GGA GCT GCA TGT GTC AGA GG -3´
5´pGEX (pGEX-2T) 5´- GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG -3´
RT-PCR Primer: Thermo Hybaid/Interactiva, Ulm, Deutschland
BBA36 R2 5´- CAC CAA ATG CAT CAA CTA CC -3´
BBA36 F1 5´- GGA ATG GCA TCC CTC TTG TTG -3´
BBA66 R2 5´- CAA GAA CAG ACT GGC GAG C -3´
BBA66 F2 5´- AGC GCA GAT CTG TCA AAT CTG CC -3´
BBA68 NR1 5´-GCT CTA TTT GGA ATT GAA TGC C -3´
BBA68 NF1 5´- TAA TTT GCA CCT CAT GCG CAC C -3´
Os3 5´- GCA GTT AAA GTT CCT TCA AGA ACA TAG C -3´
Osp A17 5´- GCA AAA TGT TAG CAG CCT TGA CC -3´
N-Osp C 5´- ATA CCA TGG AGG CAC AAA TTA ATG A -3´
C-Osp C 5´- TTG CCA TGG TTA AGG TTT TTT TGG ACT TTC TGC -3´
BBA36 NR1 5´- GCC TAA AGA TTG TTG CTC AGT GG -3´
BBA36 NF1 5´- GGA ATG GCA TCC CTC TTG TTG -3´
BBA66 NR1 5´- GTG TGT TAG AGT TAA GCT GTG G -3´
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BBA66 NF1 5´- TTC AAG CCG TTA CAA CCG TAC C -3´
BBA68 NR2 5´- CAT CAA TAA GAT CGT AAG GAC C -3´
BBA68 NF2 5´- TCT GGA GAC CTT AGC ACT TCT G -3´
Osp A3 5´- CAA TGG ATC TGG AGT ACT TGA AGG CG -3´
C3 5´- TGG ACT TTC TAC CAC AAC AGG -3´
C5 5´- CAG GAA AAG ATG GGA ATG CAT C -3´
PCR Primer: Thermo Hybaid/Interactiva, Ulm, Deutschland
ZS7.A36 BamHI 5´- TTG GAT CCA AGC AGT TTG GCG ATG -3´
ZS7.A36 EcoRI 5´- AGA GGA ATT CAA ACA TTT CC -3´
MMS.A36 BamHI 5´- TTG GAT CCA AAC AAT ATG GTA GTG TTA AGG C -3´
MMS.A36 EcoRI 5´- GGA GGA ATT CTT AGA TAT TTC CAT G -3´
ZQ.A36 BamHI 5´- TTG GAT CCA AAC AGT ATG GTG ATG TTA AAT CGC -3´
ZQ.A36 EcoRI 5´- ATC TGA ATT CCT AGA TAT TAC CAT AAT TTT TTA
AAT CTG CC -3´
ZS7.A66 BamHI 5´- ATT TGG ATC CAC GAT TGA TGC C -3´
ZS7.A66 EcoRI 5´- TAG AAT TCC ATT ATA CTA ATG -3´
ZS7.A68 BamHI 5´- ACC GGA TCC GCA CCT TTT AGC -3´
ZS7.A68 EcoRI 5´- ATG AAT TCA AAA GGC AGG -3´
ZS7.0323 BamHI 5´- ATC GGA TCC AAA ACG CCT CCA G -3´
ZS7.0323 EcoRI 5´- GTT GAA TTC ATT TGG CAG GAA TTA TTA TCT TC -3´
1.10 Antikörper und Seren
Kaninchen-anti-Ziege, alkalische Phosphatase
konjugiert
Dianova, Hamburg, Deutschland
Kaninchen-anti-Ziege, Meerrettichperoxidase
konjugiert
Dianova, Hamburg, Deutschland
Kontrollseren gesunder Blutspender Blutspendezentrale, Heidelberg, Deutschland
Positivseren Lyme-Borreliose Patienten Von Frau PD Dr. Hofmann, München zur
Verfügung gestellt
Schaf-anti-Maus, Meerrettichperoxidase
konjugiert
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Deutschland
Ziege-anti-GST, polyklonal Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Deutschland
Ziege-anti-Maus, alkalische Phosphatase
konjugiert
Dianova, Hamburg, Deutschland
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1.11 Borrelienstämme
Borrelia afzelii MMS Aus eigener Kultur
Borrelia burgdorferi ZS7 Aus eigener Kultur
Borrelia garinii ZQ1 Aus eigener Kultur
1.12 Antibiotika
Ampicillin Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland
1.13 Zellkulturmedien und Zusätze
Agar-Agar Difco, Detroit/Michigan, USA
Bactotrypton Difco, Detroit/Michigan, USA
Barbour-Stoenner-Kelly (BSK)-H Medium Bioconcept, Allschwil, Schweiz
DMEM (4,5 g/l Glucose) Bio Whittaker, Verviers, Belgien
Fötales Kälberserum (FCS) PAA, Martinsried, Deutschland
Fötales Kälberserum (FCS) Myoclone plus Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
GM-CSF Promocell, Heidelberg, Deutschland
Hefeextrakt Difco, Detroit/Michigan, USA
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin (HAT)
Medium
Sigma, Steinheim, Deutschland
Hypoxanthin-Thymidin (HT) Medium Sigma, Steinheim, Deutschland
Interleukin-4 Promocell, Heidelberg, Deutschland
Lauria-Bertani (LB) Medium, pH 7,2
(für E. coli Kulturen)
- 10 l H2ODD
- 100 g Bactotrypton
- 50 g Hefeextrakt
- 50 g NaCl
L-Glutamin Bio Whittaker, Verviers, Belgien
Medium 199 Biochrom, Berlin, Deutschland
PAI-Zell Medium - 500 ml RPMI 1640 (Biochrom)
- 120 ml Medium 199
- 50 ml FCS
- 5 ml L-Glutamin
RPMI 1640 Bio Whittaker, Verviers, Belgien
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RPMI 1640 für PAI-Zell Medium Biochrom, Berlin, Deutschland
1.14 Zellen und Zell-Linien
Humane dendritische Zellen (aus Monozyten) eigene Präparation
Humane T-Zellen eigene Präparation
Murine Milzzellen eigene Präparation
Murine Thymozyten eigene Präparation
PAI-Zellen Aus eigener Kultur
Schaferythrozyten ICN Biomedicals, Eschwege, Deutschland
1.15 Kompetente Bakterien
Escherichia coli DH5α Nicht kommerziell erworben
Escherichia coli JM 109 Promega, Mannheim, Deutschland
Escherichia coli MC1O61 Nicht kommerziell erworben
1.16 Versuchstiere
BALB/c Mäuse Zucht: Max-Planck-Institut, Freiburg,
Deutschland
S.B-17 SCID Mäuse Zucht: Max-Planck-Institut, Freiburg,
Deutschland
S.B-17 SCID bg Mäuse Zucht: Max-Planck-Institut, Freiburg,
Deutschland
1.17 Allgemeine Gebrauchsgegenstände
Bottom Seal™ Packard, Dreieich, Deutschland
Centricon Mikrokonzentrator Amicon, Witten (Ruhr), Deutschland
Centriplus Konzentrator YM30, YM50 Amicon, Witten (Ruhr), Deutschland
Deckgläßer, 24x60 mm; Dicke: 0,13-0,17 mm R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland
Einfrierröhrchen, 1,5/4,5 ml Nunc, Wiesbaden, Deutschland
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Fraktionssammler-Röhrchen, 8 ml, 100x13 mm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Gazenetz Eckert Franz GmbH, Waldkirch,
Deutschland
Gewebekulturflasche, steril Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Gewebekulturschale, 14 cm, steril Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Gewebekulturschale, 3,5/6/10 cm, steril Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Glasgeräte, steril Abteilung
Kanülen Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Mikrotitrierplatte 96-Well, Flachboden Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Mikrotitrierplatte 96-Well, U-Boden Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Multitips für Pipette, 2,5/5/12,5/50 ml, steril Eppendorf, Köln, Deutschland
Objektträger, 76x26 mm, geputzt R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland
Petrischale, 10 cm, steril Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Poly-Prep Chromatographiesäulen (0,8x4 cm) BioRad, München, Deutschland
Reaktionsgefäße, 1,5/2 ml Eppendorf, Köln, Deutschland
Röhrchen, 15 ml, steril Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Röhrchen, 50 ml, steril Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Serologische Pipette, 2/5/10 ml, steril Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Serologische Pipette, 25/50 ml, steril Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Spritze, 60/20/10/5/2/1 ml, steril Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Top Seal™ -A Packard, Dreieich, Deutschland
Ultrafiltrationszelle, max. Vol.: 160 ml Amicon, Witten (Ruhr), Deutschland
Unifilter™ - 96, GF/C Packard, Dreieich, Deutschland
Zählkammer Neubauer Brand, Wertheim, Deutschland
Zentrifugenbecher 250/500 ml Nunc, Wiesbaden, Deutschland
1.18 Geräte
Agarosegelkammer European Molecular Laboratory (EMBL),
Heidelberg, Deutschland
Autoklav KSG Sterilisatoren, Olching, Deutschland
Brutschränke Heraeus, Hanau, Deutschland
Econo Schlauchpumpe BioRad, München, Deutschland
Econo UV Monitor BioRad, München, Deutschland
Elektronische Pipettierhilfe Integra Biosciences, Fernwald,
Deutschland
ELISA-Reader: kinetic microplate reader Molecular Devices, Ismaning/München,
Deutschland
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Erntegerät (Proliferationstests) Tomtec, Hamden, USA
Folienschweißgerät Polystar 401M Rische + Herfurth GmbH, Hamburg,
Deutschland
Fraktionssammler Modell 2110 BioRad, München, Deutschland
Geldokumentationssystem Gel Doc 1000 BioRad München, Deutschland
Gelelektrophoresekammer Mini-Protean™ II BioRad, München, Deutschland
Gelelektrophoresekammer Protean™ II BioRad, München, Deutschland
Geltrockner Model 583 BioRad, München, Deutschland
Gradientenmischer Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Magnetrührer IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.,
Deutschland
Mehrkanal-Pipette Eppendorf, Köln, Deutschland
Mikroskope: - Confocal System TCS NT
- Fluoreszenzmikroskop
- ID 02
- Labovert FS
- CK 2
Leica, Bensheim, Deutschland
Leica, Bensheim, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Leitz, Wetzlar, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Mikrowellengerät Robert Bosch GmbH, Stuttgart,
Deutschland
Multitip-Pipette Eppendorf, Köln, Deutschland
Netzteil:Phero-stab.500 Biotec-Fischer, Reiskirchen, Deutschland
PCR Gerät: Gene Amp PCR System 9700 PE Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland
PCR Gerät: Thermocycler 60 Bio Med, Theres, Deutschland
pH-Meter Schott, Hofheim a. Ts., Deutschland
Photometer Gene Quant (DNS/RNS
Quantifizierung)
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Photometer Ultrospec 2000 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Pipetten P1000, P200, P20, P10 Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich
Prep Cell 491 BioRad, München, Deutschland
Pumpe mit variabler Geschwindigkeit (Kühlung) BioRad, München, Deutschland
Schreiber Modell 1325 Econo-Recorder BioRad, München, Deutschland
Schüttel-Heizblock mit Thermostat Eppendorf, Köln, Deutschland
Schüttelinkubator Gerhardt GmbH, Bonn, Deutschland
Schüttelinkubator G25 New Brunswick Scientific, Edison NJ,
USA
Sterile Werkbank The Baker Company, Sanford, Maine,
USA
Top Count (Proliferationstests) Packard, Dreieich, Deutschland
Über-Kopf-Rotor REAX 2 Heidolph, Kelheim, Deutschland
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Ultraschallgerät Vibra Cell Sonics & Materials Inc., Danbury, CT,
USA
Vakuumpumpe Vacuobrand, Wertheim, Deutschland
Vortex Mischer Bender & Hobein, Heidelberg,
Deutschland
Waage Sartorius, Göttingen, Deutschland
Wasserbad mit Thermostat GFL, Großburgwedel, Deutschland
Western-Blotkammer Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Wippe European Molecular Laboratory (EMBL),
Heidelberg, Deutschland
Wippe Duomax 2030 Heidolph, Kelheim, Deutschland
Zentrifugen: - Biofuge A
- Laborfuge GL
- Minifuge RF
- Sorvall® RC-5B (Rotor: GS-3)
- J-21C (Rotor: JA-14)
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Du Pont Instruments, Bad Homburg,
Deutschland
Beckmann, München, Deutschland
1.19 Membranen, Filter und Papiere
Druckdialysemembran YM10/PM30 Amicon, Witten (Ruhr), Deutschland
Faltenfiter Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland
Nitrocellulose-Membran Hybond-C Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Nitrocellulose-Membran Optitran-BA-S85
reinforced
Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland
Nylon-Membran Hybond-NN Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland
Sterilfilter, 0,2 µm mit Glasfaser Vorfilter,
Minisart plus
Sartorius, Göttingen, Deutschland
Sterilfilter, 0,2/0,45 µm Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland
Vakuum Sterilfilter-Einheit 0,2/0,45µm Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Whatman 3MM Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland
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2. Methoden
2.1 Expressions-Screening einer B.burgdorferi-Library
Das Expressionscreening einer Library ermöglicht die Identifikation und Isolierung
einzelner Gene (z. B.eines Pathogens), welche für immunologisch relevante Antigene
kodieren. Das Prinzip der Methode wird am Beispiel der hier verwendeten und bereits bei
Beginn der vorliegenden Arbeit zur Verfügung stehenden Borrelia burgdorferi
Expressionslibrary beschrieben. Die in pUEX1 klonierten DNS-Fragmente befinden sich in
E. coli MC1O61. Durch Ausplattieren dieser Bakterien in geeigneter Dichte entstehen
Einzelkolonien aus genetisch identischen E. coli. Diese werden auf eine Membran
transferiert und nach Induktion der Proteinproduktion einem Westernblot unterzogen
(siehe 2.22). Als Erstantikörper diente ein polyklonales Antiserum, das gegen 1 x 108
infektiöse Borrelien (Stamm ZS7) generiert wurde (siehe 2.26). Der Enzym-konjugierte
Zweitantikörper erlaubt die nachfolgende Visualisierung. Ein positives Signal im
Immunoblot kann schließlich der entsprechenden Kolonie auf der Agarplatte zugeordnet
werden. Dies beweist, daß die betreffenden Bakterien mindestens ein Borrelien-
Gen(fragment) enthalten, welches für ein immunologisch relevantes Protein kodiert.
Positive E. coli Klone werden in Kultur genommen und ggf. subkloniert. Nach
Ansequenzieren und Datenbank-gestützter Analyse der enthaltenen Borrelien-DNS werden
jene Gene in den Expressionvektor pGEX-2T umkloniert und weiter analysiert, deren
Proteine potentiell für die im Immunoblot beobachteten Signale verantwortlich sein
könnten. Positive pGEX-2T-Klone dienen als Ausgangsmaterial für die Produktion und
Aufreinigung rekombinanten Proteins zur weiteren Charakterisierung.
Die Bakterien-Library wurde in geeigneter Dichte auf acht Ampicillin-haltigen Agarplatten
(22 x 22 cm) ausgestrichen und über Nacht bei 30°C inkubiert. Es wurden 20 x 20 cm
große Nitrocellulosemembranen (Optitran-BA-S85 reinforced, Schleicher & Schuell) auf
die Platten gelegt, mit einer Rolle angedrückt, an den Ecken markiert und vorsichtig in
einem Zug abgezogen. Mit den transferierten Kolonien nach oben wurden die Membranen
auf je zwei mit LB-Medium getränkte 3MM-Papiere gelegt und zwei Stunden lang bei
30°C inkubiert. Die Proteinsynthese wurde durch Inkubation bei 42°C induziert. Die
Agarplatten wurden bei 30°C inkubiert, bis die hierauf verbliebenen Bakterien wieder zu
                                                                                                            Material und Methoden
44
Kolonien herangewachsen waren. Durch 15-minütige Inkubation bei 95°C auf zwei 3MM-
Papieren, die mit 5% (w/v) SDS getränkt waren, erfolgte die Lyse der E. coli Kolonien.
Die Membranen wurden einer Westernblot-Analyse unterzogen (siehe 2.22). Als
Primärantikörper diente α108 IS (Verdünnung: 1:2000).
2.2 Plasmid-DNS Präparation
Die Bakterienklone wurden im Schüttelinkubator in antibiotikumhaltigem (Ampicillin, 50
µg/ml) LB-Medium kultiviert (16h, 37°C, 200 rpm).
Zur Präparation kleiner DNS Mengen wurde diese durch alkalische Lyse der
Bakterienzellen freigesetzt und nach Ausfällung der Proteine direkt mit Isopropanol gefällt
(Mini-Präp). Zur Herstellung größerer Mengen reiner DNS (z.B. für Sequenzierung,
Transformation) wurde diese zunächst unter Niedrigsalz-Bedingungen an eine
Anionentauschersäule gebunden, durch Waschung von weiteren Verunreinigungen, wie
z.B. RNS, befreit, in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen von der Säule eluiert und
danach durch Zugabe von Isopropanol gefällt (Midi- /Maxipräp).
2.2.1 Minipräp
1 ml Kultur wurde abzentrifugiert (30 sec., 16000 g, RT) und das Sediment in 250 µl
Resuspensionspuffer (P1, RNase-haltig, Quiagen) resuspendiert. Zugabe von 250 µl
Lysepuffer (P2, Quiagen) und 5-minütige Inkubation bei Raumtemperatur führten zur Lyse
der Zellen. 250 µl vorgekühlter Neutralisierungspuffer (P3, Quiagen) wurden zugegeben,
vorsichtig gemischt und die festen Zellbestandteile, sowie die ausgefällten Proteine,
abzentrifugiert (10 min., 16000 g, RT). Aus dem klaren Überstand wurde die Plasmid-DNS
mit 525 µl Isopropanol (entspricht 0,7 Volumeneinheiten des Ansatzes) gefällt (15 min.,
16000 g, 4°C). Das Sediment wurde mit 500 µl eiskaltem, 70 %-igem Ethanol (v/v)
gewaschen, getrocknet (3 min., 37°C) und zur weiteren Aufbewahrung in 50 µl TE-Puffer
resuspendiert.
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2.2.2 Midipräp
50 ml einer dicht gewachsenen Übernachtkultur wurden 10 Minuten bei 7000 g und 4°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 4 ml Resuspensionspuffer (P1, RNase-haltig,
Quiagen) resuspendiert, mit 4 ml Lysepuffer (P2, Quiagen) versetzt, vorsichtig gemischt
und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Zugabe von 4 ml Neutralisierungspuffer (P3, Quiagen) schloß sich eine 15-minütige
Inkubation auf Eis an. Es folgte das Abzentrifugieren der gefällten Proteine (30 min., 7000
g, 4°C). Unterdessen wurde eine Säule (Midisäule 100, Quiagen) mit 4 ml
Äquilibrierungspuffer (QBT, Quiagen, pH 7,0) äquilibriert.
Die nach dem Zentrifugieren erhaltenen Überstände wurden auf die Säule aufgetragen.
Nach Waschung der Säule mit 2x10 ml Waschpuffer (QC, Quiagen) und Elution mit 5 ml
Elutionspuffer (QF, Quiagen) wurde die DNS durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol
(entspricht 0,7 Volumeneinheiten des Ansatzes) gefällt.
Nach Zentrifugation (30 min., 7000 g, 4°C) wurde das erhaltene Sediment in 500 µl 70 %-
igem (v/v), eiskaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 µl Wasser gelöst
(LiChrosolv Chromatographiewasser, Merck). Zur Reinigung größerer DNS-Mengen
wurde das Quiagen-Maxipräp Protokoll verwendet, das sich von der hier beschriebenen
Methode im Volumen der Ausgangskultur (100-500 ml) und der eingesetzten Lösungen
(10 ml P1/P2/P3, 2x30 ml QC, 15 ml QF, 10,5 ml Isopropanol), sowie in der Größe der
verwendeten Säule (Maxisäule 500, Quiagen) unterscheidet.
2.3 DNS-Restriktion und Gelelektrophorese
Zur Überprüfung der gereinigten Plasmide wurden diese einer Restriktionsenzym-Analyse
unterzogen. Zur Absicherung eines positiven Ergebnisses ist jedoch immer eine
Sequenzierung erforderlich.
Für die Restriktion von Minipräp-DNS wurden 5µl Nukleinsäure-Lösung eingesetzt. Nach
Zugabe von 3 µl 10 x Restriktionsenzympuffer, 22 µl Chromatographiewasser und 1 µl
(entspricht ca. 5 Units) des entsprechenden Restriktionsenzyms wurde 2 h lang bei 37°C
inkubiert. Die Proben wurden mit 3 µl Loading-Buffer versetzt, auf ein 1%-iges (w/v)
Agarosegel aufgetragen (1 g Agarose/100 ml TAE-Puffer, 1 µl Ethidiumbromid/100 ml
abgekühlter Agarose-Lösung) und - ebenso wie die Marker-DNS - elektrophoretisch
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aufgetrennt (80-100 Volt, ca. 45 Minuten, in 1xTAE-Puffer). Wegen der höheren
Konzentration und Reinheit der bei Midi- und Maxi-Präps erhaltenen DNS waren hier 1 µl
Probe und 30 Minuten Inkubation bei 37°C ausreichend.
Tabelle 2.1 gibt an, welche Restriktionsendonukleasen typischerweise für eine
Proberestriktion der entsprechenden Plasmide verwendet wurden. Die zugehörigen
Erkennungssequenzen sind Bestandteil der multiplen Klonierungsregionen der Vektoren
und flankieren die einklonierte Nukleinsäuresequenz. Die Plasmidkarten der verwendeten
Vektoren sind in Abbildung 2.1 dargestellt.
Tab.2.1: Enzyme/Puffer für die Proberestriktion verwendeter Plasmide.
Plasmid Restriktionsenzym Restriktionsenzym-Puffer
pCR2.1 EcoRI H
pGEM-T Easy EcoRI H
pGEX-2T EcoRI und BamHI B
pUEX1 NcoI oder BamHI H oder B
2.4 Bestimmung der DNS-Konzentration und -Reinheit
Um die Menge der präparierten DNS abzuschätzen, wurde die OD260 gemessen
(Absorptionsmaximum der Nukleinsäuren). Durch zusätzliche Messung der OD280 (hier
absorbieren die phenolischen Gruppen der Proteine) konnte das Verhältnis OD260/OD280
bestimmt werden. Dies stellt ein Maß für die Reinheit der DNS dar und sollte bei ca. 1,8
liegen. Zusätzlich wurde ein Alliquot der DNS mit geeigneten Enzymen restringiert (s.o.),
elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. Aufgrund der Intensität der erhaltenen DNS-
Banden kann die DNS-Menge abgeschätzt werden.
2.5 Präparation genomischer DNS aus Borrelia spec.
Ausgangsmaterial für die Präparation genomischer DNS waren 250 ml Borrelienkultur in
BSK-H Medium. Die Zellen wurden abzentrifugiert (30 min., 6000 g, 4°C) und zweimal
mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 5 min., 6000 g, RT). Nach Aufnahme des Pellets in 9
ml TE-Puffer und Zugabe von 1 ml 20% (w/v) SDS, 50 µl Proteinase K (20 mg/ml) und
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vorsichtigem Mischen wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Es wurden 1,5 ml 5 M
Natriumchloridlösung und 1,25 ml 10% (w/v) CTAB (in 0,7 M Natriumchloridlösung)
zugesetzt und vorsichtig gemischt. Anschließend erfolgte eine 10 minütige Inkubation bei
65°C. Zur Extraktion der DNS wurden nacheinander dem Ansatz entsprechende Volumina
an Chloroform/Isoamylalkohol (1:24), Phenol und wiederum Chloroform/Isoamylalkohol
(1:24) zugesetzt, wobei nach jedem Schritt jeweils 10 Minuten bei 6000 g zentrifugiert
wurde. Die im Überstand enthaltene DNS wurde mit dem 0,6-fachen Flüssigkeitsvolumen
Isopropanol ausgefällt (10 min., RT) und sedimentiert (10 min., 6000 g, RT).
Das DNS Sediment wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 500 µl TE-
Puffer aufgenommen. Zur Bestimmung der DNS-Menge und -Qualität wurde ein kleines
Aliquot spektralphotometrisch und gelelektrophoretisch analysiert.
2.6 Isolation von Gesamt-RNS aus Borrelien
50 ml dicht gewachsene Borrelienkultur in BSK-H Medium wurden abzentrifugiert (30
min., 6000 g, 4°C) und das Zellsediment in 1 ml RNAzol aufgenommen (auf Eis). Durch
Auf- und Abpipettieren wurden die Spirochäten lysiert. Das Lysat wurde mit 100 µl
Chloroform versetzt. Nach kräftigem Schütteln (15 Sekunden), 5-minütiger Inkubation auf
Eis und 15-minütigem Zentrifugieren (10000 g, 4°C) hatte sich eine Phasentrennung
eingestellt. Die farblose, RNS-haltige Oberphase wurde abgenommen und mit dem
gleichen Volumen Isopropanol versetzt, die blaue Inter- und Unterphase (Proteine und
DNS) dagegen verworfen. Die RNS wurde durch Inkubation bei 4°C (15 Minuten) und
Zentrifugieren (10000 g, 30 min., 4°C) gefällt und sedimentiert, mit 80%-igem, eiskaltem
(v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 µl LiChrosolv-Wasser aufgenommen. Zur
Beurteilung der Qualität der präparierten RNS wurde deren OD260 gemessen und ein
Aliquot gelelektrophoretisch aufgetrennt und analysiert.
2.7 DNS-Sequenzierung
Die Sequenzierung von Nukleinsäuren erfolgte mit dem ABI Prism-System (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt). Das Grundprinzip dieser Sequenzierungstechnik ist die
„Didesoxy-“ oder „Kettenabbruch-Methode“ nach Sanger. Die Reaktionsansätze (5 µl
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Terminator Ready Reaction Mix, 2 µg DNS, 40 ng Primer, ad 20 µl LiChrosolv-Wasser)
wurden in 100 µl „Micro Amp“ Reaktionsgefäßen durchgeführt und nach leichtem
Mischen einer Cycle-Sequencing-Reaktion mit folgenden Parametern unterzogen:
1. Denaturierung: 98°C 20 s
2. Primeranlagerung: 55°C 15 s
3.Polymerisation: 60°C 4 min.
Zyklenzahl: 25
Nicht eingebaute dNTPs wurden durch Ausfällen der DNS ( 10 µl 3 M Natriumacetat pH
4,8, 250 µl Ethanol 100%, 80 µl LiChrosolv-Wasser) entfernt. Nach 10-minütiger
Inkubation und 30-minütiger Zentrifugation (6000 g) bei Raumtemperatur wurde der
Überstand (enthält die dNTPs) verworfen, das Sediment mit 250 µl eiskaltem 70% (v/v)
Ethanol gewaschen, gtrocknet (3 min., 37°C), in 16 µl TSR-Puffer aufgenommen und 5
Minuten lang bei 95°C denaturiert. Danach erfolgte die Analyse der Proben in einem
Sequencer 310 (ABI Prism-System, PE Applied Biosystems, Weiterstadt).
2.8 Auswertung der DNS-Sequenzen und Datenbankrecherche
Zur optimalen Überlagerung mehrerer DNS- (Teil-) Sequenzen, sowie zum Auffinden
homologer Regionen, wurden die Programme Auto Assembler Version 2.0 und Sequence
Navigator Version 1.0.1 von PE Applied Biosystems verwendet.
Die ermittelten Sequenzen der nach dem Library Screening positiv detektierten Klone,
sowie der umklonierten Gene wurden mit internationalen Datenbanken (Genebank)
abgeglichen. Datenbankrecherchen und weitere Analysen der Nukleinsäure- und
Aminosäuresequenzen wurden unter Verwendung des HUSAR-Programmpakets
(insbesondere des FASTA-Teilprogramms) Version 5.0 (Deutsches
Krebsforschungszentrum Heidelberg) durchgeführt. Weitere Information wurden der „The
Institute for Genomic Research (TIGR)“-Homepage entnommen.
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2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR stellt eine Methode zur in vitro-Amplifikation von DNS mit Hilfe einer
thermostabilen Polymerase dar. Das 5´- und das 3´- Ende der amplifizierten
Nukleinsäuresequenz wird durch die Wahl geeigneter, zur DNS-Matritze komplementärer
Oligonukleotidprimer bestimmt. Für die PCR sind prinzipiell drei Reaktionsschritte
notwendig:
- Denaturierung des DNS-Doppelstranges zu zwei Einzelsträngen bei hoher
Temperatur
- Anlagerung der Primer als Startmoleküle der Synthesereaktion
- Synthese des neuen, komplementären DNS-Stranges unter erneuter Bildung
doppelsträngiger DNS
Durch zyklische Wiederholung dieser Reaktionsabfolge kommt es im Idealfall zu einer
exponentiellen Zunahme der Kopienzahl der DNS-Moleküle. Die PCR eignet sich somit
zum Nachweis kleinster DNS-Mengen und zur Amplifikation größerer DNS-Mengen.
In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Sequenzierung von Nukleinsäuren
benötigt (siehe 2.7), sowie zur Amplifikation von Genen, die im Library-Screening positiv
selektioniert worden waren. Diese wurden in pCR2.1 bzw. pGEM-T Easy
zwischenkloniert und nach weiteren Screenings ggf. in den Expressionsvektor pGEX-2T
integriert. Als Matrix diente die Plasmid-DNS der entsprechenden pUEX-Klone bzw.
genomische Borrelien-DNS. Die für die Klonierung in pGEX-2T verwendeten
Oligonukleotide mußten über eine Bam HI- bzw. Eco RI-Erkennungssequenz verfügen
(siehe 2.16) und waren so ausgewählt worden, daß die Region der Gene, welche für den
hydrophoben Anfangsteil der Proteine kodiert, nicht amplifiziert wurde. Die PCR erfolgte
unter Verwendung des AGS Gold Kits nach Herstellerangaben. Pro Ansatz wurden 10 ng
DNS (Stamm ZS7, MMS, ZQ1, bzw. Plasmide) eingesetzt, die Endkonzentration der
Primer betrug 0,4 nM. 30 PCR-Zyklen wurden unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
1. Denaturierung: 30 Sec. 94°C
2. Primer-Anlagerung 30 Sec. 45°C (ZS7.A36)
50°C (MMS.A36)
50°C (ZQ.A36)
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40°C (ZS7.A66)
40°C (ZS7.A68)
45°C (ZS7.0323)
3. Komplementärstrang-Synthese: 1 Min. 68°C
Vor dem ersten Zyklus erfolgte eine einminütige, nach dem Letzten eine achtminütige
Inkubation bei 94°C bzw. 68°C. Alle in den PCRs verwendeten Primer sind unter 1.9
aufgeführt.
2.10 cDNS-Synthese und PCR nach reverser Transkription (RT-PCR)
Die Verbindung von PCR und reverser Transkription ermöglicht den spezifischen
Nachweis sehr kleiner RNS-Mengen. Mit dieser Methode sollte bestimmt werden, ob die
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Gene auch bei in vitro kultivierten bzw. in
Zecken befindlichen Borrelien transkribiert werden.
Die Päparation der RNS erfolgte aus Kulturborrelien wie unter 2.6 beschrieben, bzw. aus
mechanisch zerkleinerten, Borrelien-infizierten Zecken nach demselben Protokoll. Der
erste Schritt ist das Umschreiben einer bestimmten RNS-Sequenz in cDNS, welche
anschließend als PCR-Matritze eingesetzt wird. Hierfür wurde ca. 1 µg RNS verwendet.
Um den ersten DNS-Strang zu synthetisieren wurde zunächst ein genspezifischer 3´-Primer
angelagert (0,8 µg/µl, 10 min., 65°C). Anschließend erfolgte die reverse Transkription,
hierfür wurde die RNS mit 4 µl first strand buffer, 1 µl RNase-Inhibitor (50 U/µl), 2 µl
Desoxynukleotidgemisch (10 mM) und 2 µl AMV Reverse Transkriptase (20 U/µl)
versetzt. Danach wurde eine Stunde lang bei 42°C inkubiert, fünf Minuten bei 94°C, fünf
Minuten lang auf Eis und schließlich zentrifugiert. Der Ansatz wurde einer PCR unter den
in Tabelle 2.2 spezifizierten Bedingungen unterzogen. Zur Verstärkung der erhaltenen
Signale wurden die Reaktionsprodukte der ersten PCR-Amplifikation als Matrix für eine
weitere PCR eingesetzt. Die hierfür verwendeten Primer lagen weiter von den Genenden
entfernt als die bei der ersten PCR eingesetzten („Nested Primers“). Bei allen
durchgeführeten PCR-Reaktionen erfolgte die Denaturierung für 30 Sekunden bei 94°C
und die Komplementärstrang-Synthese für 30 Sekunden bei 68°C. Vor dem ersten Zyklus
wurde eine einminütige, nach dem Letzten eine achtminütige Inkubation bei 94°C bzw.
68°C durchgeführt.
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Tab.2.2: PCR-Bedingungen für den Nachweis spezifischer RNS in Kulturborrelien und Borrelien-infizierten
Zecken.
Kulturborrelien: PCR 1 PCR 2
Gen Primer Primer-Anlagerung Zyklen Primer Primer-Anlagerung Zyklen
BBA 36 R2 / F1 50°C  30" 30 NR1 / NF1 50°C  30" 17
BBA 66 R2 / F2 50°C  30" 30 NR1 / NF1 50°C  30" 20
BBA 68 NR1 / NF1 50°C  30" 30 NR2 / NF2 45°C  30" 20
Osp A Os 3 / OspA17 50°C  30" 30 Os3 / Osp A3 50°C  30" 20
Borrelieninfizierte Zecken PCR 1 PCR 2
Gen Primer Primer-Anlagerung Zyklen Primer Primer-Anlagerung Zyklen
BBA 36 R2 / F1 45°C  30" 30 NR1 / NF1 50°C  30" 12
BBA 66 R2 / F2 45°C  30" 30 NR1 / NF1 50°C  30" 13
BBA 68 NR1 / NF1 50°C  30" 25 NR2 / NF2 45°C  30" 20
Osp A Os 3 / OspA17 45°C  30" 30 Os3 / Osp A3 50°C  30" 25
Osp C N-Osp C / C-OspC 45°C  30" 30 C5 / C3 50°C  30" 15
2.11 Gelelution von DNS-Fragmenten
Die PCR-amplifizierten, in pGEX-2T zu klonierenden DNS-Fragmente wurden einer Bam
HI/Eco RI-Doppelrestriktion mit anschließender gelelektrophoretischer Auftrennung
unterzogen (siehe 2.3). Die im UV-Licht aufgrund interkalierten Ethidiumbromids
fluoreszierenden Fragmente konnten dann aus dem Agarosegel ausgeschnitten werden. Die
Gelelution erfolgte unter Verwendung eines Jetquick Gelelutionskits (Genomed) nach
Herstellerangaben, indem zunächst der Agaroseblock geschmolzen (15 min., 15°C) und
danach die DNS an eine Säulenmatrix gebunden, gewaschen und eluiert wurde.
2.12 Herstellung und radioaktive Markierung von DNS-Sonden
Die zur DNS- /RNS-Hybridisierung eingesetzten DNS-Sonden wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt, unter UV-Kontrolle aus dem 1%-igen (w/v) Agarosegel
ausgeschnitten und mittels Gelelution aufgereinigt (siehe 2.11). Ihre Konzentration wurde
photometrisch bestimmt. Bei den Proben handelte es sich um 0,6 kb-Fragmente der Gene
DbpA, Fla, LA7, OspA/B/C, BapA, P83, P39, pG, und LA7, sowie um die Bam HI/Eco
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RI-restringierten Fragmente der Gene ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68, welche auch für
die Umklonierung in den Expressionsvektor pGEX-2T verwendet wurden.
DbpA, Fla, LA7, OspA/B/C, BapA, P83, P39, pG, und LA7 stellen bereits zuvor
charakterisierte Loci dar. Beim ursprünglichen Library-Screening positive Klone, welche
einen oder mehrere dieser Loci ganz oder teilweise enthielten, sollten mittels DNS-Blot
identifiziert und von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen werden.
Die radioaktive Markierung der Sonden mit dem Isotop 32P erfolgte mit Hilfe des Random
Primed DNS Labeling Kit (Roche Molecular Biochemicals) nach Herstellerangaben. Nach
Aufnahme von 30 ng DNS-Sonde in 10 µl H2ODD, Denaturieren (10 min., 95°C) und
sofortigem Kühlen aus Eis, wurden 3 µl eines Nukleotidgemisches (dATP, dGTP, dTTP, je
0,5 mM), 2 µl 10 x Reaktionspuffer mit Hexamerprimer-Gemisch, 1 µl Klenow-Enzym (2
U/µl) und 4 µl α-32P-dCTP (40 µCi) zugegeben, kurz zentrifugiert und eine Stunde lang
bei 37°C inkubiert. Schließlich wurden die radioaktiv markierten Sonden in 10-50 ml
Churchpuffer aufgenommen.
2.13 Southern Transfer und Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus
Der Southern Transfer dient der Überführung von DNS aus einem Gel auf eine feste
Trägermatrix, z. B. eine Nylonmembran, um Folgereaktionen wie etwa die Hybridisierung
mit spezifischen, radioaktiv markierten Sonden durchzuführen. Durch Kapillarkräfte wird
die DNS aus dem Gel auf eine Nylonmembran transferiert.
Von den im Library-Screening stark positiven Klonen wurde mittel Minipräp (siehe 2.2.1)
Plasmid-DNS präpariert und je ein Aliquot hiervon mit Nco I bzw. Bam HI restringiert.
Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben in einem 1%-igen (w/v) Agarosegel
wurde dieses bei Raumtemperatur unter Schwenken für eine Stunde in
Denaturierungspuffer und anschließend eine weitere Stunde lang in Neutralisierungspuffer
inkubiert. Nach 15-minütiger Inkubation der Membran (Hybond N, Amersham) in 20x
SSC erfolgte der Blotaufbau in folgender Weise:
- 3 Lagen 3MM Papier, 3-fache Länge des Gels, beidseitig in das Pufferreservoir ragend
- Gel
- Nylonmembran
- 5 Lagen 3MM Papier in Größe des Gels
- mehrere Lagen saugfähiges Haushaltspapier (etwas kleiner als das Gel, Höhe: 15 cm)
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Als Transferpuffer diente 20x SSC.
Mit Hilfe eines Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP) wurde das Ausmaß
der Homologie der Gene ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 mit den entsprechenden Allelen
der Stämme MMS und ZQ1 abgeschätzt. Dazu wurde genomische DNS von ZS7, MMS
und ZQ1 HindIII restringiert, auf einem 0,7%-igen (w/v) Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran übertragen. Die Visualisierung der
Restriktionsfragmente erfolgt mit Hilfe Gen-spezifischer, radioaktiv markierter Sonden.
Eine gelelektrophoretische Auftrennung ungeschnittener, genomischer Borrelien-DNS war
aufgrund der großen enthaltenen Nukleinsäuren nur mit Hilfe einer Pulsfeld-
Gelelektrophorese möglich. Die Proben wurden in Agaroseblöckchen eingegossen und
diese in die Taschen des 0,7%-igen (w/v) Pulsfeld-Gels geladen. Die Auftrennung erfolgte
über 17 Stunden hinweg bei 200 Volt und 4°C (Initial Time: 0,5; Final Time: 3,6). Als
Laufpuffer wurde 0,5x TBE verwendet; die Kühlung des Gels erfolgte durch
zirkulierenden Puffer (1 l/min.).
2.14 Northern Transfer
Beim Northern-Transfer wird RNS aus dem Gel auf eine feste Trägermatix transferiert, um
diese dann z.B. mit Hilfe spezifischer, radioaktiv markierter Sonden (siehe 2.12) zu
analysieren und so eine Information über die Transkription eines bestimmten DNS-
Abschnitts zu erhalten. Prinzip und Blotaufbau sind identisch mit dem Southern Transfer
(siehe 2.13).
Beim Arbeiten mit RNS war es notwendig, den Kontakt mit RNase zu vermeiden, um eine
Degradation der RNS durch dieses extrem stabile Enzym zu verhindern. Dies wurde durch
die Verwendung von Handschuhen, autoklavierten Materials und steril verpackter
Einmalartikel erreicht. Anstelle von H2ODD wurde H2ODEPC verwendet (1 l H2ODD wurde
mit 1 ml DEPC versetzt, gut gemischt, über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und
autoklaviert). DEPC inaktiviert ggf. vorhandene RNase. Gelkammer und -Schlitten wurden
für 1,5 Stunden in 10%-ige (w/v) SDS-Lösung eingelegt und intensiv mit H2ODD
gewaschen.
Die Auftrennung erfolgte in einem 1%- igen (w/v), mit MOPS-Puffer angesetzten
Agarosegel. Pro Spur wurden 5-10 µg RNS in frisch hergestelltem RNS-
Denaturierungspuffer (500 µl Formamid, 180 µl Formaldehyd, 20 µl MOPS, 300 µl
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H2ODEPC) 1:2 verdünnt, für 5 Minuten bei 65°C und für weitere 2 Minuten auf Eis
inkubiert, mit 1/10 vol. 10x DNS-Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des Gels
pipettiert. Der Lauf erfolgte bei 70 V für etwa zwei Stunden. Wegen der
Lichtempfindlichkeit des MOPS-Puffers wurde die Gelkammer mit Aluminiumfolie
bedeckt.
2.15 DNS- / RNS-Hybridisierung
Die DNS- /RNS-beladene Nylonmembran wurde in eine Kunststofffolie eingeschweißt
und bei Raumtemperatur für 10 Minuten in ca. 20 ml Churchpuffer vorhybridisiert. Nach
Entfernen des Puffers wurden 10 ml Churchpuffer mit markierter Sonde pro Blot
luftblasenfrei eingefüllt. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht unter Schütteln bei 65°C.
Nach Abnahme der Hybridisierungslösung wurde die Membran in 200-400 ml
Waschpuffer (auf 65°C vorgewärmt) gewaschen (5-10 min., unter Schütteln). Dieser
Vorgang wurde dreimal wiederholt. Schließlich wurde die Membran in Gegenwart einer
Röntgenfilmverstärkerfolie bei -80°C einer Autoradiographie unterzogen.
2.16 Vektoren
Abbildung 2.1 zeigt die verwendeten Vektoren pCR2.1, pGEM-T Easy, pUEX1 und
pGEX-2T. Alle eingesetzten Plasmide besitzen zur Positiv-Selektion ein Ampicillin-
Resistenzgen, welches den transformierten Bakterien erlaubt, auf Ampilillin-haltigen
Nährmedien zu wachsen. Des weiteren verfügen alle verwendeten Plasmide über eine
multiple Klonierungsregion, die aus mehreren Restriktionserkennungssequenzen besteht.
Hier erfolgt die Integration des gewünschten Nukleinsäurefragments mittels der
entsprechenden Klonierungstechnik.
Die Klonierung in pCR2.1 und pGEM-T Easy erfolgte mittels 3´-T-Überhängen an den
kommerziell erworbenen Vektoren und 3´-A-Überhängen an den PCR-Produkten, welche
die bei der PCR-Reaktion verwendete Taq-Polymerase generierte. Zur leichteren
Identifizierung positiver Klone ermöglichen die beiden Plasmide eine blau/weiß-Selektion,
d.h.: bei erfolgreicher Integration eines DNS-Fragments wird das Leseraster eines für β-
Galactosidase codierenden Gens unterbrochen. Durch das Fehlen dieses Enzyms findet
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keine Umsetzung von X-Gal zu einem blau gefärbten Endprodukt mehr statt. Die
resultierenden Kolonien sind weiß.
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Abb.2.1: Die verwendeten Plasmide pCR2.1, pGEM-T Easy, pUEX1 und pGEX-2T mit multiplen
Klonierungsregionen.
Unique restriction enzyme sites in pUEX1:
GCC CGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA AGC
Ala Arg Gly Ser Val Asp Leu Gln Pro Ser
Sma I
I
Bam HI
I
Sal I
I
Pst I
I
Adaptor oligonucleotide:
GATCC GGC AAC GAA GGT ACC ATG G
 Ser Gly Asn Glu Gly Thr Met
pUEX
6731 bp
Pst I
Sal I
Bam HI
Sma I
T = Stop transcription
S = Stop translation
cro
lac Z
ß-lactamase
T
TS
c/857
Bam HI Kpn I Nco I
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Die Integration der DNS-Fragmente in pUEX1 erfolgte mit Hilfe spezieller Adaptoren.
Diese besitzen ein glattes, sowie ein überhängendes Ende. Sie wurden einerseits über ihre
Bam HI-Schnittstelle an den Bam HI restringierten Vektor, andererseits an die glatten
Enden der zu klonierenden DNS ligiert. Nur ein Strang des Adapters geht eine kovalente
Bindung ein, da hierfür der 5´-Phosphatrest der cDNS bzw. des Vektors benötigt wird.
Nach Entfernen der nicht-kovalent gebundenen Stränge entstehen lange, einzelsträngige
Überhänge, welche nach gegenseitiger Anlagerung zur Rezirkularisierung von cDNS und
Vektor führen.
Bei der Klonierung in den Expressionsvektor pGEX-2T mußten sowohl Plasmid als auch
cDNS jeweils eine Bam HI- und eine Eco RI-Schnittstelle besitzen (siehe Abb.2.1). Nach
einer Doppelrestriktion beider Nukleinsäuren mit beiden Restriktionsendonukleasen
konnten lediglich gleichartige Enden miteinander ligieren, wodurch die Orientierung des
integrierten Fragments vorgegeben war. Dieses mußte im selben Leseraster wie das GST-
Gen liegen. Die Transkription der einklonierten Gene wird bei pUEX1 durch eine
Temperaturerhöhung von 30°C auf 42°C, bei pGEX-2T durch Zugabe von Isopropyl-β-
Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.
2.17 Ligation und Transformation
Die Ligationen der Plasmide pCR2.1 und pGEM-T Easy wurden mit den Komponenten
des TA Cloning Kits (Invitrogen) wie folgt durchgeführt: 5 µl steriles Wasser, 1 µl 10 x
Ligationspuffer, 2 µl Vektor (25 ng/µl) 1 µl PCR-Produkt (ca. 10 ng) und 1 µl T4 DNS
Ligase wurden gemischt und für vier Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei
16°C inkubiert. Zur Ligation von pGEX-2T wurden Puffer und Ligase von Roche
verwendet. 4 µl LiChrosolv-Wasser, 1 µl 10 x Ligationspuffer, 1 µl Vektor (50 ng/µl), 3 µl
Gen-Fragment (ca. 30 ng) und 1 µl T4 DNS Ligase wurden nach Mischen über Nacht bei
16°C inkubiert.
Für die anschließende Transformation wurden die kompetenten Bakterien (E. coli JM 109,
E. coli DH5α oder E. coli MC1O61) auf Eis aufgetaut. Pro Ansatz wurden 2 µl der
Ligationsreaktion mit 50 µl Suspension kompetenter Bakterien vorsichtig gemischt und für
30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erfolgtem Hitzeschock (45 Sekunden, 42°C) und
zweiminütiger Inkubation auf Eis konnten die Bakterien ausplattiert und über Nacht bei
37°C inkubiert werden.
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2.18 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe des Micro BCA™ Protein
Assay Reagent Kit und beruht auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu1+ durch Proteine im
alkalischen Milieu. Zwei Moleküle Bicinchoninsäure (BCA) reagieren mit einem Cu1+ Ion
unter Bildung eines violett gefärbten, wasserlöslichen Komplexes mit einem
Absorptionsmaximum bei 562 nm.
Zur Erstellung der Eichkurve wurden aus einer Rinderserumalbumin-Stammlösung (2
mg/ml) folgende Verdünnungen hergestellt: 1000 µg/ml, 500 µg/ml, 250 µg/ml, 125
µg/ml, 62,5 µg/ml, 31,25 µg/ml, 15,625 µg/ml. Die Verdünnung erfolgte jeweils in dem
Puffer, in welchem sich das Protein befand, dessen Konzentration bestimmt werden sollte.
In eine 96-Loch-Flachbodenplatte wurden zunächst je 10 µl der Standards und der (ggf.
verdünnten) zu messenden Proben in einer Doppelbestimmung einpipettiert. Nach Zugabe
von je 100 µl „Working reagent“ (Mischung der im Kit enthaltenen Lösungen A, B und C
im Verhältnis 25 : 24 : 1) und 30-minütiger Inkubation bei 60°C konnte die Platte
spektralphotometrisch bei 562 nm ausgewertet werden. Die Erstellung der Eichkurve,
sowie die Berechnung der Proteinkonzentrationen erfolgte durch die Software des
Photometers.
2.19 Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Gewöhnlich wurden zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen Minigele mit
einer Laufstrecke von ca. 5,5 cm und einer Acrylamidkonzentration von 13% (s.u.)
verwendet. Zur besseren Auftrennung von Proteinen mit ähnlichen Molekulargewichten
erfolgte die Elektrophorese z.T. in größeren Gelen über eine Länge von ca. 14 bzw. 18 cm.
Sehr große Proteine wurden in Gelen mit niedriger Prozentigkeit, sehr kleine in solchen
mit hoher Prozentigkeit aufgetrennt. Wurden in einem Lysat sowohl sehr große (ab ca. 150
kDa) als auch sehr kleine (ab ca. 15 kDa) relevante Proteine erwartet, erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung in einem Gradientengel, welches mit Hilfe eines
Gradientenmischers gegossen wurde und eine von oben nach unten kontinuierlich
steigende Acrylamidkonzentration aufwies (7,5% - 15%).
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Lösungen für ein Acrylamidgel (8,5 x 5,5 cm):
Trenngel (13%): Sammelgel:
H2ODD 2,5 ml H2ODD 3,0 ml
Trenngelpuffer 2,0 ml Sammelgelpuffer 1,3 ml
Acrylamidlösung 3,4 ml Acrylamidlösung 0,8 ml
APS, 10% (w/v)  50 µl APS, 10% (w/v)  50 µl
TEMED    5 µl TEMED    5 µl
Zunächst wurden die Glasplatten mit 70% (v/v) Ethanol gereinigt, mit Abstandhalter (1
bzw. 1,5 mm Dicke) versehen und schließlich im Gießstand fixiert. Nach Einfüllen der
Trenngellösung zwischen die Platten, Überschichten mit Isobutanol und erfolgter
Polymerisation, wurde mit H2ODD gewaschen, das Sammelgel gegossen und der Kamm zur
Herstellung der Taschen eingesetzt. Im Anschluß an die Polymerisation wurde erneut
gewaschen, das Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingesetzt und die Kammer mit 1x
Laufpuffer beschickt. Die Proben wurden mit Auftragspuffer versetzt, 5 Minuten bei 95°C
denaturiert, kurz zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
200 Volt für ca. 45 Minuten (Minigele) oder bei 65 V über Nacht (große Gele). Im
Anschluß an die Elektrophorese wurden die Gele gefärbt oder geblottet.
2.20 Coomassiefärbung von Proteingelen
Diese Proteinfärbemethode ist einfach und schnell durchzuführen, allerdings nicht sehr
sensitiv (Nachweisgrenze: ca. 0,5 µg Protein pro Bande). Sie wurde standardmäßig
angewandt, wenn eine ausreichende Proteinmenge zu erwarten war.
Die Gele wurden bei Raumtemperatur unter Wippen mindestens 30 Minuten lang in
Coomassie-Färbelösung eingelegt; hierbei lagerte sich der blaue Farbstoff an die im Gel
befindlichen Proteine an. Anschließend wurde so lange in Entfärbelösung inkubiert (RT,
Wippe), bis der Hintergrund der Gele wieder transparent wurde, die Proteinbanden aber
noch intensiv blau gefärbt waren.
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2.21 Silberfärbung von Proteingelen
Diese Proteinfärbemethode zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivität (ca 10 ng pro
Proteinbande) aus. Sie beruht auf der Reduktion von Silberionen zu elementarem Silber im
Bereich der Proteinbanden und wurde immer dann angewandt, wenn besonders geringe
Proteinkonzentrationen zu erwarten waren.
Alle Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur unter Schütteln. Das Gel wurde
zwei Stunden lang in Fixierlösung inkubiert, dreimal für je 30 Minuten mit 30% (v/v)
Ethanol gewaschen und eine Minute lang in Imprägnierlösung imprägniert. Nach erneutem
Waschen (3 x 1 min. mit H2ODD) wurde 20 Minuten in Färbelösung (enthält Silbernitrat)
inkubiert, danach 2 x 30 Sekunden lang mit H2ODD gespült und die Färbung durch
Inkubation in Reduktionslösung so lange entwickelt, bis die Proteinbanden durch
Ausfällung von elementarem Silber deutlich sichtbar wurden (gewöhnlich ca. 1 Minute).
Abschließend wurde die Reaktion durch 2 x 10-minütige Inkubation in 7%-iger Essigsäure
gestoppt und die Gele ausgiebig mit H2ODD gewaschen.
2.22 Immunoblot
Diese Methode wird auch als Westernblot bezeichnet und dient dem Transfer von
Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran. Er erfolgt mit Hilfe eines angelegten
elektrischen Feldes, in dem die Proteine aufgrund der sie umgebenden, negativen Ladung
zum Pluspol wandern. Abbildung 2.2 gibt den Blotaufbau schematisch wieder.
Abb.2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus beim Immunoblot.
- - - - - - - - - -   Kathode   - - - - - - - - -
+ + ++ + + + +   Anode   + + + + + + +
Gel
Netzgerät
} 3x Filterpapier
} 3x Filterpapier
Membran
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Die transferierten Proteine werden ggf. durch Bindung eines spezifischen
Primärantikörpers und eines Enzym-gekoppelten Zweitantikörpers nachgewiesen
Zur Durchführung wurde das Proteingel, sowie die Nitrocellulosemembran für ca. 10
Minuten in Western-Transferpuffer eingelegt. Die untere Graphitelektrode der Blotkammer
wurde mit Transferpuffer benetzt, die exakt auf die Gelgröße zurechtgeschnittenen
Filterpapiere mit Transferpuffer getränkt und der Blot gemäß obigem Schema aufgebaut.
Danach wurde die obere, angefeuchtete Graphitelektrode aufgelegt und eine Stunde lang
bei einer konstanten Stromstärke von 250 mA geblottet. Zur Überprüfung des
Proteintranfers wurde die Membran unter Schütteln für drei Minuten in Ponceau-S-
Färbelösung inkubiert (Anlagerung des wasserlöslichen, roten Farbstoffes an die
transferierten Proteine) und danach mit H2ODD gewaschen, bis der Hintergrund weiß, die
Proteinbanden jedoch noch rot gefärbt waren. Um unspezifische Bindungsstellen
abzublocken, wurde die Membran 1,5 Stunden lang in TBS mit 5% (w/v)
Magermilchpulver eingelegt (Wippe, RT). Die anschließende Inkubation mit
Erstantikörperlösung erfolgte 2 Stunden lang bei Raumtemperatur oder über Nacht bei
4°C. Nach dreimaligem Waschen (2x 10 min., 1x 5 min. in TBS mit 0,2% Tween 20, 1x 5
min. in TBS) wurde der Alkalische Phosphatase-konjugierte Zweitantikörper (in TBS mit
3% (w/v) Magermilchpulver) zugegeben. Im Anschluß an die Inkubation (2h RT oder über
Nacht, 4°C) mußte wiederum gewaschen werden (3x 10 min. in TBS mit 0,2% Tween 20,
1x 10 min. in TBS). Schließlich wurde die Substratlösung zugegeben und der Blot unter
leichtem Schütteln entwickelt, bis die Banden deutlich hervortraten. Die Reaktion wurde
durch Überführen der Membran in H2ODD gestoppt. Waren geringe Proteinmengen
und/oder eine niedrige Affinität der Antikörper zum Antigen zu erwarten, erfolgte die
Visualisierung der Banden mit Hilfe des sensitiveren „Enhanced Chemoluminsecent
System“ (ECL) nach Herstellerangaben.
2.23 Aufreinigung rekombinanter Proteine mittels Affinitätschromatografie
Der größte Teil der rekombinant hergestellten Proteine (ZS7.A36, ZS7.A68, MMS.A36,
ZQ.A36) wurde durch Affinitätschromatografie gereinigt. Diese Methode basiert darauf,
daß das Protein kodierende Gen unter Beibehaltung des Leserahmens für Glutathion-S-
Transferase (GST) in den Expressionsvektor pGEX-2T kloniert wird. Durch Anlagerung
eines Repressorproteins werden die beiden Gene zunächst nicht transkribiert. Nach Zugabe
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von Isopropyl-β-Thiogalactopyranosid (IPTG) bindet dieses an den Repressor, der sich
infolge einer Konformationsänderung von der DNS löst, was die Transkription und
Translation ermöglicht. Es entsteht ein Fusionsprotein aus GST und dem gewünschten
Protein. Der GST-Anteil dieses Fusionsproteins bindet an Glutathion-gekoppelte
Sepharosepartikel, während alle anderen Proteine des Extraktes die Säulenmatrix
passieren. Nach ausgiebigem Waschen wird das Fusionsprotein von der Säule eluiert. Der
Elutionspuffer enthält reduziertes, hoch konzentriertes Glutathion, welches die
Glutathionsepharose kompetitiv verdrängt und so zur Freisetzung des Fusionsproteins
führt. Dieses wird eingeengt, in PBS umgepuffert bzw. gegen PBS dialysiert, um
überschüssiges freies Glutathion zu entfernen und schließlich einer Thrombinprotease-
Spaltung unterzogen. Bei erneuter Passage einer Glutathion-Sepharose-Säule bindet dann
das freie GST, während das reine rekombinante Protein die Säule passiert und gesammelt
werden kann. Die Aufreinigung wird im folgenden am Beispiel von ZS7.A36 beschrieben.
Aus einer dicht gewachsenen Übernachtkultur (E. coli JM 109 mit pGEX-2T inklusive
ZS7.A36-Gen) wurden 5 l Bakteriensuspension mit einer OD600 von ca. 0,2 hergestellt,
welche unter Schütteln bei 37°C inkubiert wurde, bis die OD600 0,6 betrug (logarithmische
Wachstumsphase). Die Produktion rekombinanter Proteine wurde durch Zugabe von IPTG
(Endkonz.: 0,25 mM) induziert (Abb.3.10A). Nach zweistündiger Inkubation bei 37°C
unter Schütteln und anschließendem Zentrifugieren (6000 g, 10 min., 4°C) wurden die
Bakteriensedimente in 250 ml PBS/Triton X 100 - Lösung aufgenommen
(Endkonzentration 1% (v/v), 4°C) und zur besseren Lyse der Bakterienzellwand
Ultraschall-behandelt (1 min., in kurzen Impulsen, auf Eis). Die Ansätze wurden 90
Minuten lang bei 4°C unter Wippen inkubiert, zentrifugiert und filtriert.
Das so gewonnene Sonikat wurde zu gleichen Teilen auf vier vorbereitete Säulen
(Bedvolumen:1 ml Glutathion-Sepharose pro Säule, mit 4 x 10 ml PBS gewaschen)
gegeben, diese mit je 3 x 10 ml eiskaltem PBS gewaschen und das Protein schließlich mit
3 x 5 ml GST-Elutionspuffer pro Säule eluiert (Abb.3.10B). Alle Eluate, die das
Fusionsprotein enthielten, wurden mit Hilfe einer Kollodiumhülse auf etwa 3 ml eingeengt
(siehe 2.25) und gegen PBS dialysiert. Zum Teil traten nach Aufreinigung des
Fusionsproteins niedermolekulare Unterbanden als Verschmutzungen auf. Diese konnten
in der Regel durch Umpuffern mit Hilfe eines Centriplus-Konzentrators mit 30 kDa
Ausschlußgrenze deutlich reduziert werden. In Gegenwart von Thrombinprotease (10 U
pro mg Fusionsprotein, in PBS, über Nacht, RT) erfolgte die GST-Abspaltung vom
Fusionsprotein. Die Lösung wurde zum Entfernen des GST gleichmäßig auf drei
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Glutathion-Sepharose Säulen verteilt (s.o.) und die Durchläufe gesammelt. Jede Säule
wurde zunächst mit 1 ml, dann mit 0,5 ml PBS gespült. Es folgte die Analyse der Eluate
auf einem Coomasie-gefärbten Gel (Abb.3.10C), sowie die Vereinigung der Fraktionen,
die einen gut nachweisbaren Gehalt reinen Proteins enthielten und die Bestimmung der
Proteinkonzentration. Abschließend wurde das gereinigte Protein im Westernblot auf
Reaktivität mit α108 IS, αZS7.A36 IS und αGST-Antikörpern getestet (Abb.3.10D). GST-
Kontaminationen der gereinigten Proteine waren in der Regel nicht nachweisbar.
Nach der für ZS7.A36 beschriebenen Methode wurden auch die rekombinanten Proteine
MMS.A36, ZQ.A36 und ZS7.A68 hergestellt. Die entsprechenden Parameter sind
nachstehend aufgeführt.
MMS.A36 ZQ.A36 ZS7.A68
Ausgangskultur-Volumen 2 l 2 l 5 l
IPTG-Endkonzentration 0,25 mM 0,5 mM 0,125 mM
Induktionsdauer 2 h 3 h 2 h
2.24 Aufreinigung rekombinanter Proteine mit Hilfe der Prep Cell
Die rekombinanten Proteine ZS7.A66 und ZS7.0323 waren in 1% (v/v) Triton nicht löslich
und konnten deshalb nicht nach der unter 2.23 beschriebenen Standardmethode gereinigt
werden. Veränderungen der Induktionsdsauer, Wachstumstemperatur und der IPTG-
Konzentration wurden getestet. Sie können ggf. eine Verbesserung der Löslichkeit
bewirken, meist ist es aber - wie bei ZS7.A66 und ZS7.0323 - notwendig, starke bzw. hoch
konzentrierte Detergenzien anzuwenden, welche wiederum die Bindung der Proteine an
GST-Sepharose verhindern.
Eine in der vorliegenden Arbeit angewandte Methode zur Reinigung schwer löslicher
Proteine bedient sich der kontinuierlichen Gelelektrophorese mit anschließender Elution
und fraktioniertem Sammeln der Proben. Hierzu wird das zu reinigende Protein unter
Verwendung verschiedener Detergenzien aus den Bakterien extrahiert und angereichert,
mit Auftragspuffer versetzt und einer SDS-PAGE (siehe 2.19) unterzogen. Dies geschieht
in der Prep Cell 491 - Apparatur (BioRad), einem speziell entwickelten Gerät, dessen
Aufbau in Abbildung 2.3 dargestellt ist.
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Abb.2.3: Prep Cell Modell 491. Kühlkreislauf: blau, Elutionskreislauf: violett. (Quelle: BioRad, München,
Deutschland; online).
Das Trennprinzip entspricht dem für die Standardgele beschriebenen. Die zu trennenden
Proteine wandern im elektrischen Feld entsprechend ihrer Größe durch das in einem
Glaszylinder befindliche Gel. Dieses hat die Form eines Zylindermantels und enthält einen
zentralen Kühlstab. Nach dem Austritt aus dem Gel gelangen die Proteine in die
Elutionskammer, die nach unten hin durch eine Semipermeable Membran geschlossen ist.
Diese verhindert den Austritt der Proteine, ermöglicht aber die Passage des aus dem oberen
Puffertank angesaugten Elutionspuffers (Kammerpuffer für Proteingelelektrophorese),
welcher die Proteine kontinuierlich aufnimmt und durch eine zentrale Bohrung des
Kühlstabs ableitet. Die Lösung passiert ein Photometer und wird schließlich in den
Röhrchen eines Fraktionssammlers aufgefangen. Durch die Messung der OD280 kann die
Proteinkonzentration abgeschätzt und mit Hilfe eines Schreibers grafisch dargestellt
werden. Das Maximum der Kurve repräsentiert das gewünschte, zuvor stark angereicherte
Protein. Die zugehörigen Fraktionen können identifiziert, vereinigt und aufkonzentriert
werden.
Als Ausgangsmaterial für die Aufreinigung von ZS7.A66 dienten 5 l Bakterienkultur, die
wie unter 2.23 beschrieben, hergestellt wurden. Die Induktion der Proteinsynthese erfolgte
für drei Stunden in Gegenwart von IPTG (Endkonzentration: 0,5 mM; Abb.3.11A). Die
abzentrifugierten Bakterien (6000 g, 10 min., 4°C) wurden durch Inkubation in
Elektrophoresepuffer
Pumpe für
Kühlkreislauf
Elutionspuffer
Kühleinheit
Elutionskanal
Gelzylinder
Proteinbanden
Elutionskammer
Elektrophoresepuffer
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PBS/Lysozym-Lösung (1 mg/ml (w/v), 30 min., RT) und anschließende Ultraschall-
behandlung (2 min., kurze Impulse) aufgeschlossen. Nach dem Zentrifugieren (s.o.)
wurden die Sedimente in insgesamt 70 ml 1%-iger (v/v) Triton X 100 - Lösung (in PBS)
aufgenommen, beschallt (1 min., kurze Impulse), 15 Minuten bei 37°C inkubiert und
abzentrifugiert. Dies wurde mit 35 ml 8 M Harnstoff wiederholt. Die gelelektrophoretische
Analyse mit nachfolgender Coomasie-Färbung ergab, daß das gewünschte Protein in der
Harnstoff-Fraktion enthalten war (Abb.3.11B). Diese wurde mit Hilfe einer Amicon-Zelle
auf ein Volumen von 5,6 ml eingeengt (siehe 2.25) und mit 1,4 ml Auftragspuffer versetzt.
Ein Aliquot von 3,5 ml wurde für fünf Minuten bei 100°C denaturiert und auf das Prep
Cell Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte für 15 Stunden bei einer konstanten
Stromstärke von 22 mA auf einem 7,5%-igen Gel. Danach wurde die Stromstärke auf 39
mA erhöht und mit der Elution begonnen, als die Lauffront die Elutionskammer erreicht
hatte. Nachfolgend sind die Aufreinigungsbedingungen tabellarisch zusammengefaßt:
Trenngel (7,5%): Sammelgel:
H2ODD 80 ml H2ODD 47,2 ml
Trenngelpuffer 40 ml Sammelgelpuffer 20 ml
Acrylamidlösung 40 ml Acrylamidlösung 12,8 ml
APS, 10% (w/v) 400 µl APS, 10% (w/v) 200 µl
TEMED 40 µl TEMED 40 µl
Elutionsgeschwindigkeit: 1,5 ml/min.
Photometer-Empfindlichkeit: 0,05
Schreibergeschwindigkeit: 6 cm/h
Kühlkreislauf-Zirkulation: 60 l/h
Die verbleibenden 3,5 ml Proteinextrakt wurden identisch behandelt.
Die auf den Hauptpeak der Schreiberausdrucke beider Prep Cell - Läufe entfallenden
Fraktionen wurden mittels SDS-Page getestet (Abb.3.11C). Um einen Verdau des
Fusionsproteins mit Thrombinprotease zu ermöglichen, mußten die insgesamt ca. 100
positiven Fraktionen in Elektroelutionspuffer umgepuffert und auf ca. 3 ml eingeengt
werden (Abb.3.11D). Dieser Puffer enthielt mit 0,025% (w/v) deutlich weniger SDS als
der Elutionspuffer (0,1% (w/v)). Um die Stabilität des Proteins sicherzustellen war es nicht
möglich, ganz auf SDS-haltigen Puffer zu verzichten. Wegen der durch SDS bedingten
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Inhibition des Enzyms war es nötig, eine um Faktor 10 höhere Thrombinprotease-Menge
(100 U/mg Fusionsprotein, in PBS gelöst) als die vom Hersteller empfohlene, einzusetzen.
Nach zweistündiger Inkubation wurde durch einen weiteren Prep Cell-Lauf das
abgespaltene GST vom rekombinanten Protein getrennt (Abb.3.11E). Die Lauf- und
Elutionsbedingungen entsprachen den oben genannten (Ausnahme:
Photometerempfindlichkeit = 0,02). Nach dem Vereinigen der Fraktionen, Umpuffern,
Einengen auf ca. 3 ml und Bestimmen der Proteinkonzentration wurde das gereinigte
Protein abschließend einer Qualitätskontrolle in der Westernblot-Analyse unterzogen
(Abb.3.11F)
Im Folgenden werden die Parameter der ZS7.0323-Aufreinigung aufgelistet, die sich von
den oben beschriebenen unterscheiden:
Induktionsdauer: 2h
Elektrophorese-Stromstärke: 11 mA (über Nacht)
Umpufferung in: TNC-Puffer
Thrombin-Protease Konz.: 10 U/mg Fusionsprotein
Acrylamidkonz. im Trenngel: 10% (zur Reinigung des geschnittenen Proteins)
2.25 Einengen von Proteinlösungen
Unterschiedliche Systeme stehen zur Verfügung, um durch Verringerung der
Lösungsmittelmenge die Proteinkonzentration in einer Lösung zu erhöhen. Diese Methode
wird auch beim Überführen des Proteins von seinem ursprünglichen Elutionspuffer in ein
anderes Lösungsmittel angewandt. Eine solche „Umpufferung“ ist oft notwendig, um die
Stabilität eines Proteins in Lösung zu gewährleisten, oder die anfänglich hohe
Konzentration eines Detergens durch kontinuierliche Verdünnung zu minimieren. Das
Prinzip basiert stets darauf, daß eine semipermeable Membran das Lösungsmittel passieren
läßt, größere Moleküle jedoch zurückhält.
Für größere Probevolumina wurde eine Amicon-Zelle mit einem Maximalvolumen von
180 ml eingesetzt. Hierbei wurde nach Anlegen eines Überdrucks (Druckluft, max. 1 bar)
durch eine Membran mit 10, 30 oder 50 kDa Ausschlußgrenze filtriert.
Für mittlere und kleine Volumina wurden Centriplus- / Centricon- Konzentratoren mit 15 /
2 ml Maximalvolumen verwendet. Diese bestehen aus zwei Kammern, zwischen denen
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sich die Filtrationsmembran mit einer Ausschlußgrenze von 30 oder 50 kDa befindet. Die
proteinhaltige Lösung wurde in die obere Kammer pipettiert und durch Zentrifugieren des
Konzentrators bei 3000 g und 4°C in die untere Kammer überführt. Zur Gewinnung der
Probe wurde die Apparatur in umgekehrter Orientierung auf ein Auffanggefäß gesteckt
und 5 Minuten bei 2000 g und 4°C zentrifugiert. Auch diese Methode ermöglicht durch die
Wahl einer geeigneten Membran eine teilweise Reinigung des gewünschten Proteins.
Ebenfalls für mittlere und kleine Volumina wurde für eine langsame, schonende
Einengung bzw. Dialyse eine Kollodiumhülse mit einer Ausschlußgrenze von ca. 12 kDa
verwendet. Die Gefahr einer Proteinausfällung konnte damit z.T. verringert werden. Die
Kollodiumhülse befand sich hierbei in einer Saugflasche, an der ein Vakuum anlag. Im
Anschluß an die Einengung / Umpufferung konnte bei Verwendung dieser Apparatur noch
gegen das Lösungsmittel dialysiert werden (4°C, unter leichtem Rühren).
2.26 Herstellung polyklonaler Antiseren
Die Herstellung polyklonaler Antiseren erfolgt durch eine aktive Immunisierung der
Versuchstiere mit den entsprechenden, rekombinant hergestellten Antigenen; dies
entspricht der künstlichen Induktion einer Immunantwort. Die Antigen-Injektion wird nach
einem festgelegten Immunisierungsschema intravenös (iv), intraperitoneal (ip) oder
subkutan (sk) vorgenommen, wobei zur Verstärkung der gewünschten Immunreaktion
zusätzlich zu dem Antigen Immunisierungshilfsstoffe, sogenannte Adjuvantien, injiziert
werden (siehe III.2.5.1).
2.27 Herstellung und Charakterisierung monoklonaler Antikörper
Monoklonale Antikörper mit definierten Spezifitäten für ein bestimmtes Epitop, sind sehr
hilfreich bei der Lokalisation und Charakterisierung eines Antigens. Die Hybridomtechnik
erlaubt es, B-Zellen mit unbegrenzt teilungsfähigen Myelomzellen (B-Zell-Tumor Linie)
zu fusionieren. Daraus resultieren Hybridome, welche Antikörper der gewünschten
Spezifität produzieren und permanentes Wachstum zeigen. Während der Selektion der
Hybridome in HAT (Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin)-Medium, gehen unfusionierte
PAI-Zellen infolge eines Defektes in deren Nukleinsäurestoffwechsel zugrunde, während
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überzählige B-Zellen aufgrund ihrer ohnehin begrenzten Lebensdauer absterben.
Anschließend muß aus dem polyklonalen Zellgemisch der Klon selektioniert werden, der
die gewünschten Antikörper produziert. Ausgehend von diesem Klon entsteht schließlich
eine Population genetisch identischer Hybridome, die den gewünschten Antikörper
sezernieren. Dieser ist somit monoklonal. Seine Antigen-Spezifität muß im ELISA getestet
werden.
Das ELISA-Testsystem dient allgemein dem Nachweis von Antigenen oder Antikörpern.
Dazu liegt das Antigen beim Antikörpernachweis (und umgekehrt) an eine feste Matrix
(meist den Boden der Kavitäten einer 96-Loch-Platte) gebunden vor. Danach wird die zu
analysierende Lösung zugegeben. Hierin enthaltenes Antigen bindet Antikörper auf der
Platte bzw. umgekehrt, so daß durch Zugabe eines zweiten, Enzym-markierten Antikörpers
eine Detektion gebundener Antigene / Antikörper möglich wird, indem ein geeignetes
Substrat enzymatisch umgesetzt und die daraus resultierende Farbänderung
spektralphotometrisch gemessen wird. Um die Hybridomüberstände auf spezifische,
monoklonale Antikörper zu testen, werden ELISA-Platten verwendet, die zuvor mit den
entsprechenden rekombinanten Antigenen beschichtet wurden.
2.27.1 Immunisierung der Mäuse
450 µg Antigen (ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68) wurden in 2 ml sterilem PBS
aufgenommen, damit das lyophilisierte ABM-s Adjuvans rekonstituiert und der Ansatz 15
Minuten lang bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde gut gemischt, bis sich eine
Emulsion gebildet hatte.
Die Grundimmunisierung 8-12 Wochen alter Balb/c Mäuse erfolgte gemäß nachstehendem
Schema in 3-4 wöchigem Abstand mit einem Injektionsvolumen von 200 µl pro Maus
intraperitoneal. Drei Tage vor der Fusion wurde eine Injektion von 50 µg Antigen in
sterilem PBS verabreicht (Boost).
Immunisierungsschema:
1. Immunisierung 50 µg Antigen in ABM-s
2. Immunisierung 50 µg Antigen in ABM-s
3. Immunisierung 50 µg Antigen in ABM-s
4. Immunisierung (Boost) 50 µg Antigen in sterilem PBS
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2.27.2 Präparation und Fusion der B-Lymphozyten
Die für die Fusion verwendeten Myelomzellen (PAI2) wurden in 10 cm - Petrischalen
kultiviert und einen Tag vor der Fusion mit frischem Medium versehen. Alle für die Fusion
verwendeten Lösungen wurden auf 37°C erwärmt. Nach Tötung der Maus durch zervikale
Dislokation und Desinfektion in 70% (v/v) Ethanol wurde die Milz entnommen und in eine
Petrischale mit PBS (37°C) überführt. Zur späteren Kontrolle des Antikörpertiters war es
notwendig, für die Seren-Gewinnung ein möglichst großes Blutvolumen aus dem Herz zu
entnehmen.
Die präparierte Milz wurde mit Hilfe eines Pistills vorsichtig durch ein zuvor
autoklaviertes Gazenetz gedrückt und die Zellen somit aus dem Gewebsverband
herausgelöst. Die Milz- und PAI-Zellen wurden im Verhältnis 6:1 gemischt, zusammen
mit PBS gewaschen und zentrifugiert (10 min., 180 g, RT). Das Zellsediment wurde durch
leichtes Klopfen gelockert und unter Verwendung einer 2 ml Spritze mit Kanüle, 1,5 ml
Polyethylenglycol (PEG, 37°C) über einen Zeitraum von 3 min. hinweg zugetropft.
Anschließend erfolgte die Zugabe von 1,5 ml RPMI 1640 Medium (37°C, ohne FCS,
Glutamin), gefolgt von einer einminütigen Inkubation bei Raumtemperatur. Danach
wurden 10 ml RPMI 1640 (ohne Zusätze) über drei Minuten hinweg zugetropft und die
Zellen durch vorsichtiges Schütteln resuspendiert. Im Anschluß an die Zentrifugation (5
min., 180 g, RT) wurde das Sediment vorsichtig in 2,5 ml FCS resuspendiert, ein Aliquot
der Zellen ausgesät (s.u.) und die restlichen Zellen in Gegenwart von DMSO
(Endkonzentration: 5% (v/v)) bei -80°C und später in flüssigem Stickstoff eingefroren.
2.27.3 Aussaat der Hybridomzellen
Um die geeignete Zelldichte für die Aussaat zu ermitteln, wurden die Hybridome
üblicherweise in zwei 96-Loch-Mikrotiterplatten in unterschiedlichen Verdünnungen wie
folgt eingesät (Abb.2.4):
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I 100 µl HAT-Medium wurden unter Aussparung der ersten drei Spalten von Platte 1
und der letzten drei Spalten von Platte 2 vorgelegt.
II Die gewaschenen Fusionszellen wurden vorsichtig in 5 ml HAT-Medium
aufgenommen und 100 µl Aliquots hiervon in die ersten sechs Spalten der ersten
Platte pipettiert.
III Eine serielle Verdünnung (1:2) wurde angefertigt, indem beginnend ab Spalte 4 /
Platte 1 jeweils 100 µl Zellsuspension im Abstand von drei Spalten überpipettiert
wurden (Spalte 4 => Spalte 7, 5 => 8, 6 => 9, etc.). Immer drei Spalten hatten somit
die gleiche Zellkonzentration. Am Ende befanden sich in jeder Vertiefung beider
Platten 100 µl Zellsuspension.
IV Pro Plattenvertiefung wurden 100 µl Thymozyten-Suspension (in HAT-Medium)
zupipettiert (Endkonzentration: 1 x 104 Zellen/Vertiefung), so daß das Endvolumen
in allen Kavitäten 200 µl betrug.
Abb.2.4: Schematische Darstellung der Fusionsaussaat
Die Platten wurden im Brutschrank inkubiert (37°C, 7% CO2). Nach 4-5 Tagen erfolgte
der erste Mediumswechsel. Nach 10 Tagen war die Selektion abgeschlossen, die Medium-
Überstände konnten jetzt mit Hilfe eines ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
getestet werden (s.u.), wozu 100 µl Überstand pro Vertiefung abgenommen wurden.
Positiv getestete Zellen erhielten HT-Medium (wegen der abgeschlossenen Selektion
konnte auf Aminopterin verzichtet werden). Nachdem die Zellen ca. 75% der Kavität
ausfüllten, wurden sie in einer 24-Loch-Platte expandiert. Nach positiver Überprüfung der
Überstände wurden die Hybridome durch limitierende Verdünnung („limiting dilution“)
II
I
IV
1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 III
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kloniert, um ein schnelles Überwachsen der Antikörper-produzierenden Zellen mit nicht
produzierenden Zellen zu verhindern. Dabei wurden die Hybridome so stark mit Medium
verdünnt in eine Mikrotiterplatte eingesät, daß statistisch nur eine Zelle pro Vertiefung
vorhanden war. Die so erhaltenen Klone wurden zunächst mittels ELISA getestet. Positive
Klone wurden weiterkultiviert und ihre Überstände im Westerblot auf rekombinant
hergestelltem Antigen getestet.
2.28 Protektionsexperimente
500 µl anti-ZS7.A36, -ZS7.A66, -ZS7.A68 und -GST Immunserum oder Normal-Balb/c-
Mausserum wurden Hitze-Inaktiviert (56°C; 10 min.) und durch UV-Bestrahlung
sterilisiert. S.B-17 SCID Mäuse wurden mit diesen Seren rekonstituiert und bekamen 1-2
Stunden danach 103 infektiöse B. burgdorferi ZS7 Spirochäten in 100 µl BSK II-Medium
(Passagezahl 4; Kulturdauer: 5 Tage) subkutan in die Schwanzwurzel injiziert. An Tag 11,
21, 26 und 48 nach Infektion wurden die Mäuse auf Anzeichen einer klinischen Arthritis
untersucht. Am Versuchsende erfolgte außerdem durch die Kultur von Ohrbiopsien in BSK
II-Medium ein Test auf das Vorhandensein lebender Erreger. Anzeichen einer klinischen
Arthritis der Tibiotarsalgelenke der hinteren Extremitäten wurden wie folgt visuell
bewertet:  -: keine Auffälligkeit,  (±): Rötung ohne Schwellung,  ±: leichte Schwellung,  +:
mäßige Schwellung,  ++: starke Schwellung. Die Auswertung der Ohrbiopsie-Kulturen
erfolgte mit Hilfe der Dunkelfeld-Mikroskopie.
2.29 Präparation von T-Lymphozyten aus humanem peripheren Blut
Ausgangsmaterial für die Präparation der Zellen ist der Inhalt von sogenannten „Buffy-
Coats“. Dies sind humane Vollblutkonserven, aus denen der größte Teil der
Thrombozyten, Erythrozyten, sowie des Plasmas entfernt wurde. Die Präparate sind
Leukozyten-reich. Die benötigten Medien, das Ficoll und der ACK-Lysepuffer waren vor
Beginn der Präparation auf 37°C vorgewärmt worden. Je 10 ml Blutflüssigkeit (80-90 ml
Gesammtvolumen/„Buffy Coat“) wurden mit 20 ml RPMI 1640 Medium (serumfrei)
versetzt, durch einmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt und mit 12 ml Ficoll
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unterschichtet. Dieser Schritt mußte sehr langsam und vorsichtig erfolgen, um eine
Durchmischung beider Flüssigkeiten zu vermeiden.
Nach Zentrifugation (15 min., 1050 g, RT, ohne Bremse) entstanden drei Phasen: Am
Boden die intensiv rot gefärbte Ficoll-Phase mit Erythrozyten, in der Mitte ein weißer,
trüber Interphase-Ring mit Leukozyten und die orange gefärbte Oberphase, bestehend aus
mit RPMI-Medium verdünntem Plasma und Thrombozyten. Ein Alliquot der Oberphase
wurde als Serumprobe entnommen und für weitere Untersuchungen bei –20°C eingefroren.
Die Interphasen von je zwei Proben wurden vorsichtig mit der Pipette abgenommen und in
ein neues 50 ml Röhrchen überführt. Nachdem alle Röhrchen mit serumfreiem RPMI 1640
Medium auf 50 ml aufgefüllt worden waren, schloß sich eine Zentrifugation (10 min., 540
g, RT) an. Die Sedimente wurden in je 1 ml Vollmedium aufgenommen und vereinigt.
Nach Auffüllen der Lösung mit Vollmedium auf 50 ml, Auszählen der Zellen und
erneutem Zentrifugieren (10 min., 180 g, RT) wurde die Zellkonzentration auf 0,5 x 107/ml
Vollmedium eingestellt. 20 ml Alliquots dieser Suspension wurden mit je 2 ml einer 10 %
-igen Schafserythrozytensuspension versetzt, welche wegen ihrer stark begrenzten
Haltbarkeit zuvor frisch hergestellt werden mußte. Nach dem Mischen und Zentrifugieren
(10 min., 80 g, RT, ohne Bremse) erfolgte eine einstündige Inkubation bei
Raumtemperatur. Dieser Schritt dient der Rosettierung. Dabei kommt es zur
rosettenartigen Anlagerung der Schafserythrozyten an die T-Zellen. Die Bindung kommt
durch die  Wechselwirkung des
Oberflächenmoleküls CD2 auf den T-
Lymphozyten mit LFA-3 auf den roten
Blutkörperchen zustande (Abb.2.5). Da die
Erythrozytenbindung T-Zell-spezifisch ist,
kann sie zu deren Isolation ausgenutzt
werden. Bei geeigneten Zelldichten waren
die Rosetten mikroskopisch erkennbar.
Im Anschluß an die Inkubation wurden die
Sedimente vorsichtig auf einer Drehwippe
aufgemischt (ca. 10 min.) und anschließend
alle Ansätze mit je 15 ml Ficoll
unterschichtet. Nach erfolgter Zentrifugation
(10 Minuten 380 g, weitere 10 Minuten 670
g, Erhöhung der Umdrehungszahl während
TC
E
TC: T-Zelle
E:    Schafserythrozyt
LFA 3
CD 2
Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der T-Zell-Rosettierung
nicht maßstabgetreu.Abb.2.5: Schematische Darstellung der T-Zell
Rosettierung;
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des Zentrifugierens, RT, ohne Bremse) stellte sich wiederum eine 3-Phasen-Trennung ein
(s.o.). Die Oberphase wurde verworfen, aus der Interphase wurden später die Monozyten
durch Adhärenz an Plastik depletiert (s.u.), während die Sedimente (mit
Schafserythrozyten rosettierte T-Zellen ) zur Entfernung der roten Blutkörperchen einer
ACK-Lyse unterzogen werden mußten. Sie basiert darauf, daß der osmotische Wert des
ACK-Puffers etwas unterhalb dem im Erythrozyten-Inneren liegt. Infolge des
Konzentrationsgefälles kommt es zu einem Wasser-Einstrom in die roten Blutkörperchen,
so daß diese platzen. Da auch andere Zellen geschädigt werden können, soll der Lysepuffer
nicht länger als unbedingt notwendig einwirken. Zur Durchführung der Lyse wurde das
erste Sediment in 10 ml ACK-Lysepuffer aufgenommen, in dieser Suspension wurde
wiederum das nächste Sediment resuspendiert, etc. Nach dem gleichen Schema erfolgte
das Nachspülen der Röhrchen, so daß die Zellsedimente schließlich in 20 ml ACK-
Lysepuffer vereint waren. Die nachfolgende Inkubation bei RT dauerte 3 min. (Aufklarung
der anfänglich trüben Suspension). Danach wurde sofort mit RPMI 1640 Vollmedium
aufgefüllt und zentrifugiert (10 min., 540 g, RT). Schließlich wurden die Sedimente
vereint, mit 50 ml RPMI 1640 gewaschen (Zentrifugation: 10 min., 240 g, RT) und die
Zellen nach Aufnahme in 10 ml Vollmedium in einer 10 cm-Gewebekulturplatte über
Nacht inkubiert (37°C, 7% CO2). Dieser Schritt diente der besseren Regeneration der
Zellen nach der ACK-Lyse. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen abzentrifugiert
(10 min., 180 g, RT), gewaschen und bis zu ihrer Verwendung in 2 Alliquots in FCS / 10%
DMSO bei -80°C eingefroren. Die T-Zell-Ausbeute betrug in der Regel etwa 2-6 x 108
Zellen / „Buffy-Coat“.
2.30 Präparation von dendritischen Zellen aus humanem peripheren Blut
Für die Proliferationstests wurden neben T-Lymphozyten zu deren Stimulation auch die
autologen dendritischen Zellen benötigt.
Die Leukozyten in den Interphasen, welche nach der zweiten Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation bei der oben beschriebenen T-Zell-Aufreinigung erhalten
wurden, dienten als Ausgangsmaterial für die Isolation von Monozyten, aus welchen später
dendritische Zellen generiert werden konnten. Die Interphasen von jeweils zwei Röhrchen
wurden mit der Pipette abgenommen und in ein neues 50 ml Röhrchen überführt. Nach
Zentrifugation (10 min., 380 g, RT) wurden die Zellsedimente vereint und in 50 ml
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Vollmedium aufgenommen. Die Zellen wurden gezählt, abzentrifugiert und in einer Dichte
von 1 x 108 Zellen/20 ml Vollmedium in Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser
von 15 cm ausgesät. Während der anschließenden, einstündigen Inkubation (37°C, 7%
CO2) adhärierten die Monozyten größtenteils an die Kunststoffoberfläche, während die
restlichen enthaltenen Zellen in Suspension blieben. Letztere wurden vorsichtig mit
sanftem Pipettenstrahl weggewaschen und abgenommen. Nach erneutem, vorsichtigem
Waschen mit serumfreiem RPMI 1640 Medium wurden jeder Schale 20 ml Vollmedium
mit den Zytokinen GM-CSF (100 ng/ml), sowie IL-4 (500 U/ml) zugesetzt. GM-CSF
bewirkt eine Differenzierung der Monocyten zu dendritischen Zellen; IL-4 inhibiert deren
Differenzierung zu Makrophagen. Die so präparierten, zunächst adhärenten Zellen
befanden sich nach einem Tag größtenteils bereits in Suspension und wurden bis zu ihrer
Verwendung fünf Tage lang inkubiert. Fielen bei der visuellen Kontrolle sehr viele
Makrophagen auf, wurden pro Schale nochmals 5 ml Zytokinhaltiges Vollmedium
zugesetzt.
2.31 Proliferationstests
Das Prinzip des Proliferationstests beruht auf folgenden Vorgängen:
Wird ein angebotenes Antigen effektiv von den dendritischen Zellen aufgenommen und
prozessiert, so kann das entstehende Peptid von diesen Zellen im Zusammenhang mit
MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche präsentiert werden. Dies führt ggf. zusammen mit
- von den dendritischen Zellen bereitgestellten - kostimulatorischen Signalen zu einer
Stimulation von autologen T-Zellen, falls das Immunsystem des Blutspenders früher
bereits Kontakt mit dem präsentierten Protein hatte („Recall-Antigen“; z.B. reagieren
Zellen eines Tetanus geimpften Spenders auf Tetanustoxoid; Zellen eines Borreliose
Patienten können auf bestimmte Borrelienantigene reagieren). Die Stimulation resultiert in
einer verstärkten Proliferation Antigen-spezifischer T-Zellen. Da bei jeder Zellteilung auch
eine Replikation der vorhandenen DNS stattfinden muß, werden in verstärktem Maße
Nukleotide benötigt, und damit u.a. auch Thymidin. Je stärker die T-Zell-Stimulation,
desto größer ist auch die Proliferationsrate und damit die Menge an - im Kulturmedium
dargebotenem - radioaktiv markiertem Thymidin, welche in die DNS eingebaut wird.
Diese wiederum kann mit Hilfe des β-Counters ermittelt werden.
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Alle Proliferationstests wurden in U-Boden-Mikrotiterplatten mit 96 Kavitäten als
Dreifachbestimmung durchgeführt. Zunächst wurden die entsprechend in Vollmedium
verdünnten Kontrollen (Tetanustoxoid [14,6 µg/ml], Lipopolysaccharid [1 µg/ml],
Glutathion-S-Transferase [10 µg/ml], Vollmedium ohne Antigen) und Borrelienantigene
(ZS7.A36 [10 µg/ml], pG [10 µg/ml], LipOspA [1 µg/ml]) vorgelegt. Pro Antigen wurden
neun horizontal nebeneinander liegende Vertiefungen mit je 100 µl Lösung beschickt
(s.u.). Die Platten wurden danach für einige Minuten bei 37°C und 7% CO2-Gehalt
inkubiert, um eine optimale Temperatur und Kohlendioxid-Sättigung zu erreichen.
Die dendritischen Zellen wurden 7 Tage nach Zytokingabe abzentrifugiert (10 min., 180 g,
RT), mit RPMI 1640 (ohne FCS, Glutamin) gewaschen und in Vollmedium mit Zytokinen
(GM-CSF: 200 ng/ml; IL-4 1000 U/ml) in einer Dichte von 1 x 104 Zellen/100 µl
aufgenommen. Da für jedes Antigen zur T-Zell-Stimulation zwei unterschiedliche
„Effektor-/Zielzell-Verhältnisse betrachtet wurden, mußten je 100 µl Zellsuspension in die
ersten sechs Kavitäten pro Antigen einpipettiert werden, so daß die eingebrachte Zellzahl
hier 1 x 104 betrug. Infolge der durch das vorgelegte Antigen bedingten 1:2-Verdünnung
lagen die Zytokin-Konzentration nun wieder bei 100 ng/ml für GM-CSF bzw. 500 U/ml
für IL-4. In die letzten drei Kavitäten pro Antigen (reine T-Zell-Kontrolle) wurden je 100
µl Vollmedium pipettiert.
Die Inkubation erfolgte für 48 h bei 37°C und 7% CO2. Danach wurden aus jeder
Vertiefung 100 µl Überstand entfernt und verworfen und die dendritischen Zellen
radioaktiv mit 30 Gy bestrahlt. Bei dieser Strahlungsintensität blieb die Vitalität der Zellen
vollständig erhalten, lediglich ihre Teilungsfähigkeit ging verloren. Die Bestrahlung
verhinderte damit, daß durch den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in die DNS
der sich teilenden dendritischen Zellen fälschlicherweise zu hohe Proliferationsraten
gemessen wurden. Anschließend konnten den entsprechenden Ansätzen die autologen T-
Lymphozyten in den beiden unterschiedlichen Effektor- : Zielzell- Verhältnissen 1:3 und
1:6 (DC:TC) hinzugefügt werden. Hierzu wurden die T-Zellen schonend aufgetaut,
zweimal mit RPMI 1640 (ohne FCS, Glutamin) gewaschen, die lebenden Zellen mit Hilfe
einer Trypanblau-Färbung ausgezählt und in zwei Ansätzen mit Vollmedium auf die
Dichte 3 x 104/100 µl (für Effektor- : Zielzell- Verhältnis 1:3) und 6 x 104/100 µl (für
Effektor- : Zielzell- Verhältnis 1:6) eingestellt. Je 100 µl der entsprechenden T-
Lymphozyten - Suspension wurden gemäß folgendem Pipettierschema zugegeben:
                                                                                                            Material und Methoden
76
1. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung + 100 µl DC + 100 µl 3 x 104 TC
2. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung + 100 µl DC + 100 µl 3 x 104 TC
3. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung + 100 µl DC + 100 µl 3 x 104 TC
4. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung + 100 µl DC + 100 µl 6 x 104 TC
5. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung + 100 µl DC + 100 µl 6 x 104 TC
6. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung + 100 µl DC + 100 µl 6 x 104 TC
7. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung  + 100 µl 6 x 104 TC
8. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung  + 100 µl 6 x 104 TC
9. Vertiefung: 100 µl Antigenlösung  + 100 µl 6 x 104 TC
Nach Aussaat der T-Zellen wurden die Mikrotiterplatten für weitere 72 Stunden bei 37°C
und 7% CO2 inkubiert, schließlich erfolgte die Zugabe von 50 µl 
3H-Thymidin haltigen
Mediums (1 µCi / 50 µl) pro Vertiefung („Pulsen“). Nach einer weiteren 20 stündigen
Inkubation (37°C, 7% CO2) konnten die Ansätze ausgewertet werden. Dazu wurde die
DNS der in den einzelnen Ansätzen befindlichen Zellen zunächst mit Hilfe eines
Erntegerätes auf die 96 Glasfaser-Filter einer speziellen Mikrotiter-Filterplatte transferiert
und letztere mindestens 30 Minuten lang bei 60°C im Ofen getrocknet. Die Platten wurden
dann mit einer Folie von unten dicht abgeklebt, 25 µl Szintillationsflüssigkeit pro
Vertiefung einpipettiert und schließlich mit einer weiteren Folie oben versiegelt. Die
Messung der radioaktiven Strahlung in den einzelnen Ansätzen erfolgte automatisch mit
Hilfe eines Top Count-Counters.
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III. Ergebnisse
1. Screening einer B. burgdorferi ZS7-Expressionslibrary
Das initiale Screening der B. burgdorferi ZS7-Expressionslibrary erfolgte mit einem gegen
108 B. burgdorferi sensu stricto Stamm ZS7 (Passage 4) gerichteten Maus-Immunserum
(α108), welches nachgewiesenermaßen vor einer Infektion mit dem Erreger schützt (siehe
4.1). Im Vorversuch wurde die geeignete Verdünnung für die Ausplattierung der Library
ermittelt. Sie erfolgte auf acht 22 x 22 cm Platten, auf denen etwa 100.000 Kolonien
wuchsen. Insgesamt wurden 422 immunreaktive Klone identifiziert. Aufgrund ihrer
geringen Größe und des dichten Wachstums wurden Subklonierungen durchgeführt und
die Intensität der erhaltenen Signale gemäß folgendem Schema visuell beurteilt: +++: sehr
stark,  ++: stark,  +: mäßig,  +/-: geringfügig stärker als der Hintergrund,  -: kein Signal.
Nach der Subklonierung blieben noch 356 positive Klone übrig (Abb.3.1). 120 hiervon
zeigten ein sehr stark oder stark positives Signal und wurden zunächst weiter analysiert.
Die Größe der enthaltenen Borrelien-DNS Fragmente lag zwischen 0,4 und 3,5 kbp.
Um Klone, die bereits charakterisierte B. burgdorferi-Gene enthielten, zu identifizieren
und von weiteren Analysen auszuschließen, wurden sie mit drei unterschiedlichen
Gemischen spezifischer, radioaktiv markierter DNS-Sonden getestet. Die Ergebnisse sind
nachstehend angeführt:
Sonden-Gemisch (B. burgdorferi-Gene) Anzahl reaktiver Klone
1) Decorin binding protein A (DbpA), 9
Flagellin, P83, LA7
2) Outer surface protein (Osp) A, B, C, 4
Flagellin, P83
3) BapA, P39, pG, LA7 29
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Durch die Southernblot-Analyse konnte somit eine Reihe von Klonen ausgeschlossen
werden, die mit den oben definierten Sonden-Gemischen hybridisierten.
Aufgrund der Organisation des pUEX1-Plasmids (siehe II; Abb.2.1) kann ein in die
Klonierungsregion eingebrachtes Gen entweder unter der Kontrolle des eigenen Promotors
oder als Fusionsprotein exprimiert werden. Die Molekulargewichte der rekombinanten
Antigene bewegten sich daher in einem breiten Bereich (16,5 bis 180 kDa).
Die Sequenzanalyse und Datenbankrecherche ergab, daß ein Teil der immunreaktiven
Klone Homologe zu bereits bekannten Genen enthielt. Insbesondere waren dies die für P83
(~23% aller ansequenzierten Klone), periplasmatische oligopeptid ABC Transporter
(~10%), ribosomale Proteine (~5%) und Flagellen-Proteine ausschließlich Flagellin (~5%)
kodierenden Gene. Es konnte aber auch eine Reihe von Klonen identifiziert werden, die
Gene enthalten, welche für hypothetische, bzw. bislang nicht charakterisierte Proteine
kodieren.
Abb.3.1:  Immunreakt ive
Klone der B. burgdorferi
ZS7-Expressionslibrary. Das
Screening,  sowie  d ie
Herstellung des verwendeten
Immunserums erfolgte wie
unter „II.Material  und
Methoden“ beschrieben.
Initial positive Klone wurden
subklonier t  und einer
Westernblot-Reanalyse mit
Immunserum von zuvor
experimentell mit 108 B .
burgdorferi ZS7 Spirochäten
infizierten BALB/c-Mäusen
unterzogen.
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Nachfolgend werden alle im Zusammenhang mit der Datenbank-Recherche erwähnten B.
burgdorferi B31-Loci gemäß der TIGR-Nomenklatur als „BB...“ bezeichnet.
1.1 lp54 lokalisierte Gene
Die Borrelien-DNS-Fragmente von 19 Klonen setzten sich aus den Homologen zu fünf
Genen zusammen, welche in der TIGR-Nomenklatur als BBA64-68 bezeichnet werden
und auf einem linearen Plasmid (54 kbp) lokalisiert sind (Tab.3.1 und Abb.3.2).
Tab.3.1: Klone mit DNS-Fragmenten von BBA64, BBA65, BBA66, BBA67 und BBA68 Homologen.
pUEX1
Klon
Lokali-
sation+
Fragment-
Größe (kbp)
Protein-
Größe (kDa)
TIGR-
Homolog++
Genprodukt,
putativ
3 lp 54 1,5 150 BBA65/A66 h. p./P35b
72 lp 54 2,25 150 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
73 lp 54 2,0 140 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
75 lp 54 2,0 140 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
78 lp 54 3,0 170 BBA64/A65*/A66 P35a/h. p./P35b
9 lp 54 2,0 115 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
15 lp 54 1,8 120 BBA66/A67*/A68* P35b/h. p./h. p.
89 lp 54 1,5 40 BBA65/A66* h. p./P35b
95 lp 54 3,0 160/82/40 BBA64/A65*/A66 P35a/h. p./P35b
116 lp 54 2,2 120 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
47.2 lp 54 2,2 120 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
76.1 lp 54 3,0 160 BBA64/A65*/A66 P35a/h. p./P35b
114.4 lp 54 1,75 150 BBA65/A66 h. p./P35b
119.4 lp 54 1,75 150 BBA65/A66 h. p./P35b
52.1 lp 54 2,9 160 BBA64/A65*/A66 P35a/h. p./P35b
53.1 lp 54 1,8 150 BBA66/A67*/A68 P35b/h. p./h. p.
60.1 lp 54 1,2 35 BBA66 P35b
61.1 lp 54 2,7 - BBA64/A65*/A66 P35a/h. p./P35b
64.1 lp 54 1,75 155 BBA65/A66 h. p./P35b
+ Plasmid-Lokalisation des enthaltenen DNS-Fragments; Die Plasmid-Bezeichnungen basieren auf der
TIGR-Nomenklatur. lp: lineares Plasmid
++ Siehe (Fraser, et al., 1997) für weitere Details
* Vollständiges Gen im Fragment enthalten
a Siehe (Gilmore, et al., 1997) für weitere Details
b Siehe Text und (Gilmore, et al., 1997) für weitere Details
h. p. Hypothetisches Protein
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Abb.3.2: BBA64, BBA65, BBA66, BBA67 und BBA68 Homologe. Rot: Lokalisation und Orientierung
der offenen Leserahmen gemäß TIGR-Datenbank und -Nomenklatur. Blau: Kartierung der Borrelien-
DNS-Fragmente der beim Library-Screening erhaltenen, positiven Klone (Klonname und Größe der
Fragmente in Basenpaaren).
BBA64 wird aufgrund seiner 99,7%-igen Identität und der 100%-igen Homologie zu
einem bereits beschriebenen Protein auch als P35 bezeichnet (Gilmore, et al., 1997). Da
auch BBA66 auf der Proteinebene eine schwache Verwandtschaft zu dem von Gilmore et
al. beschriebenen P35 zeigt (s.o., 26,2% Identität, 53,1% Homologie), sowie - in etwas
stärkerem Ausmaße zu einem anderen, von Fikrig et al. charakterisierten P35-Protein (auf
einem linearen Plasmid mit 42 kbp von B. burgdorferi N40 lokalisiert, (Fikrig, et al.,
lp 54
64.1   (~1750 bp)
61.1   (~2700 bp)
60.1   (~1200 bp)
52.1   (~2900 bp)
76.1   (~3000 bp)
47.2   (~2200 bp)
116   (~2200 bp)
95   (~3000 bp)
89   (~1500 bp)
15   (~1800 bp)
9   (~2000 bp)
78   (2870 bp)
75   (~2000 bp)
73   (~2000 bp)
72   (~2250 bp)
3   (1407 bp)
53.1   (~1800 bp)
BBA 64 BBA 65 BBA 66
BBA 67
BBA 68
114.4   (~1750 bp)
119.4   (~1750 bp)
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1997)), wird es in der TIGR-Datenbank auch als „putatives P35“ bezeichnet. Im Gegensatz
zu den beiden genannten Genen, besitzen die Genprodukte von BBA65, BBA67 und
BBA68 keine signifikante Ähnlichkeit zu anderen Spirochäten-Proteinen. Aufgrund des
hohen Molekulargewichtes (> 110 kDa) der rekombinanten Proteine und der Ergebnisse
der partiellen Sequenzanalyse liegen die meisten Vertreter dieser Gruppe als
Fusionsproteine mit β-Galaktosidase vor. Nach Umklonierung in den Expressionsvektor
pGEX-2T, Expression rekombinanter Proteine und nachfolgender Westernblot-Analyse
(s.u.) stellte sich heraus, daß die BBA66- und BBA68-Homologe, nicht jedoch das
BBA67-Homolog, mit α108 IS reagierten.
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1.2 Chromosom lokalisierte Gene
Die DNS-Fragmente dreier immunreaktiver Klone waren auf dem B. burgdorferi-
Chromosom lokalisiert und homolog zu den TIGR-Datenbank Einträgen BB0382-BB0384
(Tab.3.2 und Abb.3.3). Diese kodieren für immundominante Lipoproteine, die auch als
„Basic Membrane Protein“ (Bmp) B, A und C bezeichnet werden (Simpson, et al., 1994;
Roessler, et al., 1997). Aufgrund des Molekulargewichtes von etwa 39 kDa ist für BmpA
auch die Bezeichnung „P39“ gebräuchlich. Keines der Proteine dieser Gruppe wurde als
Fusionsprotein mit β-Galaktosidase exprimiert. Da das P39 bereits früher in unserem
Labor charakterisiert worden ist (Schaible, et al., 1991), wurde es in der vorliegenden
Arbeit nicht weiter untersucht.
Tab.3.2: Klone mit Fremd-DNS Fragmenten aus BB0382, BB0383 und BB0384 Homologen.
pUEX1
Klon
Lokali-
sation+
Fragment-
Größe (kbp)
Protein-
Größe (kDa)
TIGR-
Homolog++
Genprodukt,
putativ
30 Chromosom 2,25 32.5 BB0382/0383*/
0384
BmpBc/BmpAc/
BmpCc
4.3 Chromosom 1,3 35 BB0382/0383* BmpB/BmpA
102.1 Chromosom 2,1 35 BB0382/0383*/
0384
BmpB/BmpA/
BmpC
+ Lokalisation des enthaltenen Fremd-DNS-Fragments, basierend auf der TIGR-Datenbank
++ Siehe (Fraser, et al., 1997) für weitere Details
* Vollständiges Gen im Fragment enthalten
c Siehe (Simpson, et al., 1994; Roessler, et al., 1997) für weitere Details
h. p. Hypothetisches Protein
Abb.3.3: BB0382, BB0383 und BB0384 Homologe. Rot: Lokalisation und Orientierung der offenen
Leserahmen gemäß TIGR-Datenbank und -Nomenklatur. Blau: Kartierung der Borrelien-DNS-Fragmente
der beim Library-Screening erhaltenen, positiven Klone (Klonname und Größe der Fragmente in
Basenpaaren).
Chromosom
4.3   (~1300 bp)
30   (2250 bp)
BB0 382 BB0 383 BB0 384
102.1   (~2100 bp)
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1.3 Gene auf zirkulären Plasmiden
Derzeit sind bei B. burgdorferi B31 (einem amerikanischen B. burgdorferi sensu stricto-
Isolat, das große Homologien mit dem hier verwendeten Stamm ZS7 aufweist) sieben
Kopien eines zirkulären Plasmids mit einer Größe von 32 kbp bekannt, die in der TIGR-
Datenbank als cp32-1, -3, -4, -6, -7, -8 und -9 bezeichnet werden (TIGR-Homepage, 1998).
Die Borrelien-DNS Fragmente weiterer acht immunreaktiver Klone waren auf diesen
zirkulären Plasmiden lokalisiert (Fragmente der Klone 28, 43.1, 16.1 und 16.4 sehr
wahrscheinlich auf cp32-1; Fragmente der Klone 96, 117, 6 und 34 mit größter
Wahrscheinlichkeit auf cp32-4) und enthielten Homologe folgender Loci des B.
burgdorferi Stammes B31: BBP38, BBP39, bzw. BBR41-BBR45. Aufgrund der hohen
Redundanz und starken Homologie der auf den zirkulären 32 kbp-Plasmiden lokalisierten
Gene, sowie einer ausgeprägten Variabilität zwischen den einzelnen Borrelienstämmen, ist
eine exakte Kartierung schwierig. Weitere Analysen sind notwendig, um diese zu
ermöglichen. Die bisher vorliegenden Daten legen folgende Klassifizierung nahe (Tab.3.3
und Abb.3.4).
Tab.3.3: Klone mit Fremd-DNS Fragmenten aus BBP38, BBP39 bzw. BBR41-BBR45 Homologen.
pUEX1
Klon
Lokali-
sation+
Fragment-
Größe (kbp)
Protein-
Größe (kDa)
TIGR-
Homolog++
Genprodukt,
putativ
28 cp32-1 1,7 110 BBP38*/P39 ErpAd/ErpB2d
43.1 cp32-1 1,3 50 BBP38/P39 ErpA/ErpB2
16.1 cp32-1 1,4 55 BBP38/P39* ErpA/ErpB2
16.4 cp32-1 1,4 55 BBP38/P39* ErpA/ErpB2
96 cp32-4 2,6/0,7 22 BBR42*/R43*/
R44*/R45
OspFe/h. p./
h. p./h. p.
117 cp32-4 2,9 20 BBR42*/R43*/
R44*/R45
OspF/h. p./
h. p./h. p.
6 cp32-4 2,6 16,5 BBR41/42*/
R43*/R44
h. p.f/OspF/
h. p./h.p.
34 cp32-4 2,0 20 BBR41/42*/R43 h. p.f/OspF/h. p.
+ Plasmid-Lokalisation des enthaltenen Fremd-DNS-Fragments; Die Plasmid-Bezeichnungen basieren
auf der TIGR-Nomenklatur. cp: zirkuläres Plasmid
++ Siehe (Fraser, et al., 1997) für weitere Details
* Vollständiges Gen im Fragment enthalten
d Siehe (Stevenson, et al., 1998) für weitere Details
e Siehe (Akins, et al., 1995) für weitere Details
f Siehe (Stevenson, et al., 1996) für weitere Details
h. p. Hypothetisches Protein
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Abb.3.4: BBP38, BBP39 bzw. BBR41, BBR42, BBR43, BBR44 und BBR45 Homologe. Rot:
Lokalisation und Orientierung der offenen Leserahmen gemäß TIGR-Datenbank und -Nomenklatur. Blau:
Kartierung der Borrelien-DNS-Fragmente der beim Library-Screening erhaltenen, positiven Klone
(Klonname und Größe der Fragmente in Basenpaaren).
cp 32-1
16.4   (~1400 bp)
16.1   (~1400 bp)
43.1   (~1300 bp)
6   (~2600 bp)
28   (~1700 bp)
BBP 37 BBP 38 BBP 39 BBP 40 BBP 41
cp 32-4
6   (~2600 bp)
117   (~2900 bp)
96   (~2600 bp)
BBR 41
34   (~2000 bp)
BBR 42 BBR 43 BBR 44 BBR 45
cp 32-4
BBR 26
34   (2000 bp)
BBR 27 BBR 28 BBR 29
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Die Klone 28, 6, 43.1, 16.1 und 16.4 kodieren Homologe der ErpA- bzw. ErpB-Proteine
(„OspE related proteins“; BBP38, BBP39), während die Klone 96, 117, 34, aber auch Klon
6 (s.o.) einen hohen Übereinstimmungsgrad mit OspF (BBR42; Akins, et al., 1995), sowie
zwei putativen, noch nicht charakterisierten Proteinen (BBR43, BBR44) zeigt.
Insbesondere die Klone 6 und 34 lassen sich aufgrund der bisherigen Daten nicht eindeutig
kartieren. Teile des Klons 34 zeigen Sequenzhomologien zu einem Gen, das auf einem 8,3
kbp großen, zirkulären Plasmid von B. burgdorferi sensu lato Stamm Ip21 liegt (B31-
homolog: BBR41; Stevenson, et al., 1996). Eine zweite mögliche Lokalisierung des Klons
34 ist im unteren Schema der Abb.3.4 dargestellt. Sequenzähnlichkeiten mit den
hypothetischen B. burgdorferi B31-Proteinen BBR27-BBR29 liegen vor. Keines der acht
„neuen“ Proteine in dieser Gruppe wurde als β-Galaktosidase-Fusionsprotein exprimiert.
1.4 Uncharakterisierte und nicht Spirochäten-spezifische Loci
Die DNS-Fragmente einiger immunreaktiver Klone besitzen keine Homologie zu bereits
untersuchten Loci (Tab.3.4 und Abb.3.5). Sie werden im folgenden nach ihrer genetischen
Lokalisierung geordnet besprochen.
1.4.1 Chromosom lokalisierte Loci
Zwei der beim Library-Screening identifizierten Klone enthalten DNS mit Homologien zu
den chromosomal kodierten Borrelien-Genen BB0323-BB0325 (Klon 29) bzw. BB0356
und BB0357 (Klon 98.1). Die Genprodukte dieser Loci sind bisher nicht genauer
charakterisiert.
1.4.2 cp 26 lokalisierte Loci
Sequenzabschnitte des Klons 74 sind homolog zu Teilen von BBB16 und BBB17. Die
Proteine dieser, auf cp 26 lokalisierten Gene weisen Übereinstimmungen (35,5% bzw.
54,8%) mit einem Echerichia coli Oligopeptid-Transporterprotein bzw. einer Haemophilus
influenzae IMP Dehydrogenase auf.
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1.4.3 Loci auf linearen Plasmiden
Das Fragment von Klon 36 besitzt Homologien zu BBG10, einem auf lp28-2 gelegenen
Gen.
Die beiden völlig identischen Fremd-DNS Fragmente der Klone 44 und 83 zeigen
Übereinstimmungen mit lp54-Sequenzen und enthalten Teile des BBA34-Gens, dessen
Protein zu 31,6% mit dem in 1.4.2 erwähnten Transporterprotein übereinstimmt. Es muß
weiterhin erwähnt werden, daß unter anderem auch ein BBA36-Homolog in den Klonen 44
und 83 enthalten ist (Abb.3.5). Das BBA36-Genprodukt weist 53,9% Ähnlichkeit und
35,5% Übereinstimmung mit einem von Porcella et al. beschriebenen Lipoprotein auf
(Porcella, et al., 1996).
Tab.3.4: Klone mit Fremd-DNS Fragmenten aus uncharakterisierten und nicht Spirochäten-spezifischen Loci.
pUEX1
Klon
Lokali-
sation+
Fragment-
Größe
(kbp)
Protein-
Größe (kDa)
TIGR-
Homolog++
Genprodukt,
putativ
36 lp28-2 1,5 22 BBG10 h. p.
98.1 Chromosom 0,75 150 BB0356*/
0357*
h. p./h. p.
29 Chromosom 2,5 40 BB0323*/
0324*/0325
h. p./h. p./h. p.
74 cp26 2,5 175 BBB16/B17 Oligopeptid-
Transporter/
IMP Dehydrogenase
44 lp54 3,0 20 BBA34/A35*/
A36*/A37
Dehydrogenase/h.p./
Lipoproteing/h.p.
83 lp54 3,0 20 BBA34/A35*/
A36*/A37
Dehydrogenase/h.p./
Lipoprotein/h.p.
+ Lokalisation des enthaltenen Fremd-DNS-Fragments; Die Plasmid-Bezeichnungen basieren auf der
TIGR-Nomenklatur. cp: zirkuläres Plasmid; lp: lineares Plasmid
++ Siehe (Fraser, et al., 1997) für weitere Details
* Vollständiges Gen im Fragment enthalten
g Siehe (Porcella, et al., 1996) für weitere Details
h. p. Hypothetisches Protein
                                                                                                                                Ergebnisse
87
Abb.3.5: Uncharakterisierte Loci. Rot: Lokalisation und Orientierung der offenen Leserahmen gemäß
TIGR-Datenbank und -Nomenklatur. Blau: Kartierung der Borrelien-DNS-Fragmente der beim Library-
Screening erhaltenen, positiven Klone (Klonname und Größe der Fragmente in Basenpaaren).
lp 28-2
36   (~1500 bp)
BBG 10
Chromosom
BB0 355
98.1   (~750 bp)
BB0 356
BB0 357
BB0 358
Chromosom
BB0 322
29   (~2500 bp)
BB0 323
BB0 324
BB0 325
cp 26
BBB 16
74   (~2500 bp)
BBB 17
lp 54
BBA 34
44   (~3000 bp)
83   (~3000 bp)
BBA 35
BBA 36 BBA 37
                                                                                                                                Ergebnisse
88
2. Charakterisierung vier neuer B. burgdorferi ZS7-Antigene
Drei der neuen Gene (in Klon 15, 44 und 89) sind auf einem linearen Plasmid (54 kbp)
lokalisiert, welches auch einige gut charakterisierte, virulenz- und /oder
pathogenitätsassoziierte Gene wie OspA/B und DbpA/B enthält. Diese wurden für alle
weiteren Untersuchungen ausgewählt. Sie zeichneten sich während des gesamten
Screening-Prozesses durch eine ausgeprägte Immunreaktivität mit einem gegen 108
infektiöse B. burgdorferi ZS7 Spirochäten generierten Immunserum aus. Abb.3.6 zeigt die
Westernblot-Signale der Klone 44, 89, 15 und 29 (Gen-Homologe zu BBA36, BBA66,
BBA68 und BB0323. Die entsprechenden Proteine hatten ein Molekulargewicht von 20
kDa, 40 kDa, 120 kDa und 40 kDa und wurden in Anlehnung an die TIGR-Nomenklatur
und den sie enthaltenden Borrelienstamm als ZS7.A36, ZS7.A66, ZS7.A68 und ZS7.0323
bezeichnet.
44 89 15 29Klon:
16,5 -
25,0 -
32,5 -
47,5 -
62,0 -
83,0 -
175,0 -
kDa
Abb.3.6: Westernblot-Reanalyse der immunoreaktiven, zur
weiteren Charakterisierung ausgewählten Klone. Die Fremd-DNS
Fragmente befinden sich im Plasmid pUEX1 und enthalten u.a.
Homologe zu BBA36 (Klon 44), BBA66 (Klon 89), BBA68 (Klon
15) und BB0323 (Klon 29). Primärantikörper: α108 IS.
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2.1 Southernblot-Analyse
Die Southernblot-Analyse mit radioaktiv markierten, Gen-spezifischen Sonden ergab, daß
die Gene ZS7.A36, und ZS7.A66 wie OspA (Positivkontrolle) neben B. burgdorferi sensu
stricto ZS7 auch in zwei Stämmen anderer, humanpathogener Spezies (B. garinii ZQ1 und
B. afzelii MMS) vorhanden sind. ZS7.A68 hybridisierte nicht mit ZQ1- und MMS-DNS
(Abb.3.7A). Aus dem Blot geht weiterhin hervor, daß die Plasmide, auf der die beiden
Gene lokalisiert sind, bei allen drei untersuchten Stämmen dieselbe Größe (ca. 54 kbp)
aufweisen. Die unterschiedlichen Signalstärken von ZS7.A36 und ZS7.A66 bei den
Stämmen ZQ1 und MMS im Vergleich zum Stamm ZS7 sind wahrscheinlich auf einen
ausgeprägten Polymorphismus unter den homologen Genen zurückzuführen, wie es zuvor
bereits für das OspA beschrieben wurde (Wallich, et al., 1992). Diese Vermutung konnte
durch die RFLP-Analyse bestätigt werden (Abb.3.7B).
2.2 In vitro- und in vivo-Expression der Gene ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68
Im Gegensatz zu OspA-spezifischer mRNS, welche in starkem Umfang von in vitro-
kultivierten Spirochäten transkribiert wird (Zhong, et al., 1999), konnten mittels
Northernblot-Analyse in Kulturborrelien keine Transkripte der drei analysierten Gene
(ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68) nachgewiesen werden (Abb.3.7C, (Wallich, et al.,
1992)).
Zur Ergänzung der Northernblot-Analyse wurde eine RT-PCR durchgeführt, die nach
Optimierung und Verwendung von geschachtelten Primern (s. II.2.10) im vorliegenden
Experiment den Nachweis geringster RNS-Mengen ermöglichte, welche im Northernblot
keine Signale induzierten. In Kulturborrelien (B. burgdorferi sensu stricto ZS7) konnten
neben OspA-Transkripten (Kontrolle) auch geringe Mengen ZS7.A36 und ZS7.A68 nicht
jedoch ZS7.A66- spezifischer RNS nachgewiesen werden. In Borrelien-infizierten Zecken
gelang zusätzlich auch der Nachweis von ZS7.A66-RNS (Abb.3.8A,B). Somit konnte bei
Borrelien, die in Zecken passagiert worden waren, eine Transkription aller drei
untersuchten Gene (ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68) beobachtet werden.
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In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. M. Simon (Max-Planck-
Institut für Immunbiologie, Freiburg, Deutschland) durchgeführte Analysen des
Herzgewebes von experimentell mit Borrelien infizierten SCID-Mäusen ergaben folgende
Befunde: Mittels PCR konnte an Tag 7 sowie - in etwas stärkerem Ausmaß - an Tag 58
und 90 nach Infektionsbeginn OspC (Kontrolle), ZS7.A36, und ZS7.A68, nicht jedoch
ZS7.A66-DNS von im Gewebe befindlichen Spirochäten nachgewiesen werden. Mit Hilfe
der RT-PCR war 7 Tage post infektionem lediglich Kontroll-RNS (OspC) detektierbar. An
Tag 58 und 90 nach Infektion trat zusätzlich eine signifikante Transkription der Gene
ZS7.A36 und ZS7.A68, nicht jedoch von ZS7.A66 auf (Abb.3.9). In der sehr sensitiven
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Abb.3.7: Southern-/Northernblot-
und RFLP-Analyse von ZS7.A36,
ZS7 .A66 ,  und  ZS7 .A68 .
Komplette genomische DNS (A),
HindIII restringierte, genomische
DNS (B) und gesamt-RNS (C) von
in vitro kultivierten B. burgdorferi
ZS7 (Spur 1), B. afzelii MMS
(Spur 2) und B. garinii ZQ1 (Spur
3) mit hoher Passagezahl wurden
auf Hybridisierung mit 3 2 P -
markierten, ZS.A36-, ZS7.A66-,
ZS7.A68-, und ZS7- OspA-
(Kontrolle) spezifischen DNS-
Sonden getestet.
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Lightcycler-Analyse waren an Tag 58 und in noch stärkerem Ausmaß an Tag 90 nach
Infektionsbeginn (nicht an Tag 7) auch ZS7.A66-Transkripte bei Borrelien, die im
Herzgewebe infizierter Mäuse gefunden wurden, nachweisbar.
Abb.3.8: RT-PCR. Template: A Gesamt-RNS von Kulturborrelien (B. burgdorferi
ZS7), B Borrelien-infizierte Zecken (B. burgdorferi ZS7). Spur 1: RNS + Reverse
Trankriptase, Spur 2: RNS + Reverse Transkriptase + RNAse, Spur 3: genomische
DNS, Spur 4: ohne Template.
Abb.3.9: RT-PCR auf Herzmuskel von C.B-17 SCID-Mäusen, die
experimentell mit 103 B: burgdorferi infiziert wurden. Pro Zeitpunkt (Tage
post infektionem) sind die Ergebnisse von 3 Mäusen dargestellt. RT:
Reverse Transkriptase; - inf: Herzmuskel einer nicht infizierten Maus.
OspA
OspC
ZS7.A36
ZS7.A66
ZS7.A68
Flagellin
d7 d58 d90 d7 d58 d90 H
2O
- 
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Die Resultate der Untersuchungen zur Expression der neuen Antigene sind in Tab.3.5
zusammengefaßt.
Tab.3 .5 : Expression der neuen Antigene von B. burgdorferi-Spirochäten unter verschiedenen
Umgebungsbedingungen und mit unterschiedlichen Nachweismethoden getestet. - nicht nachweisbar, +
nachweisbar.
Nachweismethode
Antigen Northern-Blot RT-PCR RT-PCR RT-PCR
(Kulturborrelien) (Kulturborrelien) (infizierte Zecken) (Herz infizierter Mäuse)
d 7+ d 58+ d 90+
ZS7.A36 - + + - + +
ZS7.A66 - - + -$ +$ +$
ZS7.A68 - + + - + +
+ Tage nach Inferktionsbeginn
$ Lightcycler-Analyse
n.d. nicht durchgeführt
2.3 Herstellung rekombinanter Borrelia burgdorferi-Proteine
Zur weiteren Charakterisierung der vier neuen Antigene wurden diese ohne die
hydrophoben Signalpeptide in den Expressionsvektor pGEX-2T kloniert und in E. coli
DH5α bzw. JM109 rekombinant hergestellt (DNS-Sequenzen der klonierten Gene: siehe
S.159).
Die rekombinanten Proteine ZS7.A36, MMS.A36, ZQ.A36 und ZS7.A68 konnten mittels
Glutathion-S-Transferase (GST)-Affinitätschromatografie aufgereinigt werden (siehe
II.2.23). In Gegenwart von Thrombinprotease erfolgte die GST-Abspaltung vom
Fusionsprotein. Pro 5 l Ausgangskultur wurden bei einer typischen Aufreinigung etwa 77
mg Fusionsprotein erhalten. Abschließend wurden die rekombinanten Proteine im
Westernblot getestet (Abb.3.10D) Erwartungsgemäß traten unter Verwendung von α108IS,
sowie der spezifischen Immunseren starke Signale auf.
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A b b . 3 . 1 0 :  Aufreinigung rekombinanter Proteine mittels GST-
Affinitätschromatografie am Beispiel von ZS7.A36. A: Induktion der
Proteinexpression (Pfeilspitze). Bereits im uninduzierten Zustand deutliche
Expression des Fusionsproteins. Spur 1: Uninduziert, Spur 2: Induziert. B:
ZS7.A36-GST-Eluate. Spur 1-3: 1. - 3. Elution. C: ZS7.A36-Eluate nach
Abspaltung des GST. Spur 1: Durchlauf, Spur 2-3: 1. und 2. Waschung. D:
Westernblot-Analyse des präparierten Antigens (Proteinmenge: 2 µg/Spur).
2.4 Aufreinigung rekombinanter B. burgdorferi Proteine mit Hilfe der Prep Cell
Die rekombinanten Proteine ZS7.A66 und ZS7.0323 lagen in unlöslicher Form in sog.
„Einschlußkörpern“ (Inclusion Bodies) vor. Sie konnten deshalb nicht
affinitätschromatografisch über eine GST-Säule aufgereinigt werden. Die Aufreinigung
von ZS7.A66 und ZS7.0323 gelang mit Hilfe einer Prep Cell-Apparatur (BioRad,
München, Deutschland) nach dem Prinzip der kontinuierlichen Gelelektrophorese (siehe
II.2.24). Da die gereinigten Fusionsproteine bei dieser Methode in SDS-haltigem
Probenpuffer vorliegen (Endkonzentration 0,1% (w/v)), war die enzymatische Abtrennung
des GST-Anteils erst nach Umpuffern möglich. Geeignete Puffer sollten sowohl die
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Löslichkeit der Proteine als auch die Möglichkeit eines Verdaus gewährleisten. Dies mußte
experimentell ermittelt werden und war im Falle von ZS7.0323 für den TNC-Puffer, im
Falle von ZS7.A66 für einen speziellen Elektroelutionspuffer gegeben (siehe II.1.2).
Letzterer enthält geringe SDS-Mengen (Endkonzentration: 0,025% (w/v)), um das
möglicherweise autoproteolytisch aktive und in PBS offenbar instabile ZS7.A66 zu
stabilisieren. Nach Spaltung des Fusionsproteins und Abtrennung des GST durch einen
weiteren Prep Cell-Lauf wurde das Präparat im Westernblot getestet (Abb.3.11F).
Erwartungsgemäß reagierte das Antigen mit αZS7.A66 IS und α108 IS, jedoch nicht mit
αGST-Antikörpern. Die Reaktivität von αZS7.A66 IS mit dem GST-Protein beruht auf der
Tatsache, daß das Immunserum unter Verwendung eines ZS7.A66-GST-Fusionsproteins
generiert wurde. Die Ausbeute aus 5 l Ausgangskultur betrug in der Regel ca. 25 mg
Fusionsprotein.
Abb.3.11: Aufreinigung rekombinanter Proteine mittels Prep Cell-Apparatur am Beispiel von ZS7.A66. A:
Induktion der Proteinexpression. Spur 1: Uninduziert, Spur 2: Induziert (Pfeilspitze). B: ZS7.A66-GST-
Extraktion. Spur 1: Lysozym-Extrakt, Spur 2: Triton X 100-Extrakt, Spur 3: 8 M Harnstoff-Extrakt. C:
ZS7.A66-GST enthaltende Prep Cell-Fraktionen, repräsentativ. D: ZS7.A66-GST vor (Spur 1) und nach
(Spur 2) Spaltung mit Thrombinprotease. E: ZS7.A66 enthaltende Prep Cell-Fraktionen, repräsentativ. F:
Westernblot-Analyse des präparierten Antigens (Proteinmenge: 2 µg/Spur).
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Die Aufreinigung des Proteins ZS7.0323 erfolgte nach dem gleichen Prinzip. Allerdings
schloß sich hier an die Harnstoff-Behandlung eine Extraktion mit 2% (w/v) N-Lauroyl-
Sarkosin (Sarkosyl) an. Der weitaus größte Teil des Proteins war in dieser Fraktion
enthalten. Die Ausbeute lag etwas höher als bei ZS7.A66. Die genauen Parameter der
Aufreinigung beider Proteine sind in II.2.24 angegeben.
2.5 Eigenschaften der rekombinanten B. burgdorferi Proteine
Tab.3.6 gibt eine Übersicht über die hergestellten, rekombinanten B. burgdorferi-Proteine.
Die errechneten Molekulargewichte reichen von 22 bis 43 kDa und stimmen mit den
tatsächlich beobachteten gut überein (Abb.3.12). Die DNS-Sequenz der vier Kandidaten
entspricht jener, der in der TIGR-Datenbank beschriebenen B31-Allele weitestgehend
(98,4-100%).
Tab.3.6: Zusammenfassung der Eigenschaften der vier rekombinant hergestellten und aufgereinigten Antigene.
Antigen Loali-
sierung+
Gen-
Länge (kbp)
Protein-
Länge (AS)
Protein-
Größe (kDa)
TIGR-
Homolog++
Identität mit
Datenbank*
Isoelektrischer
Punkt
ZS7.A36 lp54 589 196 22 BBA36 100 5,67
ZS7.A66 lp54 1159 386 43 BBA66 98,4 10,0
ZS7.A68 lp54 676 225 26 BBA68 100 6,35
ZS7.0323 Chromosom 1071 357 42 BB0323 99,4 9,86
+ Plasmid-Lokalisation des enthaltenen Fremd-DNS-Fragments; Die Plasmid-Bezeichnungen basieren auf
der TIGR-Nomenklatur. lp: lineares Plasmid
++ Siehe (Fraser, et al., 1997) für weitere Details
* Prozentsatz der Übereinstimmung zwischen den neuen Antigenen und ihren TIGR-Homologen auf
Proteinebene, berechnet auf der Grundlage des Smith-Waterman Algorithmus
Aus den Hydrophobizitätsprofilen ist zu entnehmen, daß alle vier Proteine stark hydrophil
sind. Lediglich bei ZS7.A36 und ZS7.0323 fällt je eine, etwa 10 Aminosäuren lange,
verhältnismäßig hydrophobe Domäne auf. Diese befindet sich am aminoterminalen Ende
von ZS7.A36 bzw. an Position 230 des ZS7.0323 Proteins.
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Abb.3.12: Rekombinante Proteine ZS7.A36, MMS.A36, ZQ.A36, ZS7.A68, ZS7.A66 und ZS7.0323
nach Aufreinigung. Je 2 µg der Proteine wurden gelelektrophotetisch in einem 13%-igen Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt und Coomassie-Blau gefärbt.
2.5.1 Herstellung Antigen-spezifischer Immunseren
Durch Immunisierung von Mäusen mit den aufgereinigten Proteinen konnten spezifische
Immunseren für weitere Analysen generiert werden. Zu deren Herstellung wurden BALB/c
Mäusen an Tag 0, 10 und 20 je 10 µg des rekombinanten Proteins in 100 µl Adjuvans-
Lösung ip injiziert. An Tag 10 und Woche 6 nach Immunisierungsbeginn wurden
Testseren entnommen und mittels Westernblot auf spezifische Antikörper untersucht. Mit
der Blutentnahme zur Serengewinnung wurde an Tag 27 nach Erstimmunisierung
begonnen.
Zur Testung der Immunogenität der drei lp54-lokalisierten Antigene in Abhängigkeit von
Infektionsmodus und -Dosis in immunkompetenten Mäusen, wurde eine Westernblot-
Analyse mit den aufgereinigten, rekombinanten Proteinen durchgeführt. Aus Abb.3.13
wird ersichtlich, daß nur α108 IS signifikante Antikörpermengen mit Spezifitäten für
ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 enthält, wobei die gegen ZS7.A36 gerichteten
Antikörper dominieren (im Original-Blot ist ein schwaches, aber deutlich sichtbares
ZS7.A68-Signal vorhanden). Im Gegensatz dazu enthielten α103 IS und αtick IS keine
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oder nur äußerst geringe Mengen der entsprechenden Antikörper. Die Antigen-
spezifischen Immunseren reagierten mit den entsprechenden rekombinanten Proteinen und
zeigten keine Kreuzreaktivität.
2.6 Herstellung monoklonaler Antikörper gegen B. burgdorferi-Antigene
Die Vorgehensweise bei der Herstellung monoklonaler Antikörper wird in II.2.27
beschrieben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden monoklonale Antikörper mit
Spezifität für die rekombinanten Proteine ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 generiert.
2.6.1 ELISA-Testsystem für Hybridomüberstände
Die ELISA-Platten für die Testung der Hybridomüberstände wurden mit 100 µl Antigen-
Lösung (1 µg/ml Bindungspuffer) pro Kavität beschichtet (dreistündige Inkubation der
Platten bei Raumtemperatur unter Schütteln). Als Positivkontrolle dienten die verdünnten
Immunseren der Mäuse (1:5000 für ZS7.A36 und ZS7.A66, 1:200 für ZS7.A68), als
Negativkontrolle der Waschpuffer. Abbildung 3.14 zeigt einen Test, in dem die
Hybridomüberstände der ursprünglichen Fusion-Aussaat analysiert wurden. Die Positiv-
α108 IS α103 IS αtick IS
αZS7.A36 IS αZS7.A68 ISαZS7.A66 IS
1 2 3
kDa
kDa
62.0 -
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32.5 -
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16.5 -
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47.5 -
32.5 -
25.0 -
16.5 -
1 2 3 1 2 3
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ZS7.A36
ZS7.A66
ZS7.A68
Abb.3.13: Westernblot-Analyse der neuen,
rekombinanten Antigene, sowie der
generierten, spezifischen Immunseren.
BALB/c-Mäuse bekamen 108 (α 108 IS)
oder 103 (α 103 IS) B. burgdorferi ZS7
Spirochäten injiziert, wurden via
Zeckenstich infiziert (αtick IS) oder mit den
rekombinanten Proteinen (αZS7.A36 IS -
αZS7.A68 IS) immunisiert wie unter
„Material und Methoden“ beschrieben. Die
Seren wurden präpariert und als
Primärantikörper zur Westernblot-Analyse
der rekombinanten Antigene ZS7.A36
(Spur 1), ZS7.A66 (Spur 2) und ZS7.A68
(Spur 3) verwendet.
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bzw. Negativkontrollen befinden sich in den Plattenvertiefungen der Reihen 7 und 8. Die
Werte der als positiv erachteten Hybridome sind grau hinterlegt.
Wie aus der Abbildung hervorgeht, gab es bei ZS7.A36 eine, bei ZS7.A66 neun und bei
ZS7.A68 sieben Vertiefungen, die positive Hybridome enthielten. Nach Subklonierung
wurden zur Reinigung monoklonaler Antikörper vier Klone selektiert: A36D4, A66E4,
A68RC1 und A68RH1. Deren Überstände wurden zur Bestätigung der ELISAs im
Westernblot auf rekombinanten B. burgdorferi-Proteinen analysiert (Abb.3.15).
Die Aufreinigung der Immunglobuline aus Hybridomüberständen erfolgte mit Hilfe von
HiTrap Protein-G HP Säulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) nach
Herstellerangaben durch Bindung an Protein G-Sepharose und nachfolgende Elution mit
0,1 M Glycin-HCl-Puffer (pH 2,7).
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0,160 0,123 0,108 0,106 0,090 0,080 1,402 0,198
B 0,266 0,117 0,104 0,101 0,100 0,136 1,476 0,197
C 0,151 0,159 0,108 0,108 0,088 0,090 1,574 0,187
D 1,690 0,145 0,117 0,110 0,096 0,089 1,505 0,135
E 0,176 0,123 0,102 0,108 0,093 0,086 1,261 0,193
F 0,167 0,116 0,106 0,097 0,091 0,086 1,635 0,194
G 0,142 0,117 0,093 0,107 0,094 0,085 1,584 0,190
H 0,150 0,126 0,105 0,110 0,093 0,086 1,617 0,187
ZS7.A36
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0,542 0,315 0,550 0,138 0,118 0,093 1,895 0,121
B 0,686 1,354 0,135 0,121 0,098 0,101 1,943 0,119
C 0,337 0,300 0,157 0,244 0,109 0,101 1,782 0,118
D 1,281 0,272 1,331 0,227 0,103 0,109 1,857 0,116
E 0,414 2,208 0,124 0,114 0,101 0,096 1,833 0,124
F 0,983 0,350 0,129 0,139 0,108 0,101 1,939 0,122
G 0,368 0,279 0,112 0,150 0,118 0,104 1,792 0,111
H 0,556 0,205 0,139 0,222 0,158 0,127 1,717 0,137
ZS7.A66
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0,539 0,179 0,052 0,073 0,078 0,073 1,431 0,106
B 0,378 0,064 0,126 0,104 0,127 0,056 1,581 0,118
C 0,428 0,067 0,126 0,121 0,067 0,045 1,495 0,128
D 0,526 0,106 0,094 0,118 0,140 0,046 1,760 0,116
E 0,176 0,124 0,312 0,235 0,100 0,089 1,511 0,121
F 0,172 0,089 0,142 0,347 0,142 0,077 1,405 0,114
G 0,281 0,269 0,180 0,148 0,103 0,107 1,606 0,134
H 0,571 0,064 0,118 0,080 0,045 0,035 1,731 0,115
ZS7.A68
Abb.3.14: ELISA-Testung der
Hybridomübers tände auf
Reaktivität mit ZS7.A36,
ZS7.A66 und ZS7.A68.
Angegeben ist die optische
Dichte bei 490/650 nm.
Positivkontrolle: Seren der
immunisierten Mäuse (Reihe 7).
Negativkontrolle: ELISA-
Waschpuffer (Reihe 8). Als
positiv gewertete Hybridome
sind grau hinterlegt.
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Abb.3.15: Testung der generierten, monoklonale Antikörper enthaltenden
Hybridomüberstände im Westernblot unter Verwendung der entsprechenden,
rekombinanten Antigene. Dargestellt sind die Ergebnisse für jeweils drei der
analysierten, Subklone. Für die nachfolgende Aufreinigung der
monoklonalen Antikörper wurden die Klone A36D4, A66E4, A68RC-1 und
A68RH-1 ausgewählt.
Die Isotypenbestimmung der erhaltenen Immunglobuline erfolgte mit Hilfe eines Sigma
ImmunoType Mouse Monoklonal Antibody Isotyping Kit nach Herstellerangaben
(Abb.3.16) und zur Bestätigung der Ergebnisse im ELISA-Testsystem (Mouse Monoklonal
Antibody Isotyping Reagent) des selben Herstellers. A36D4, und A66E4 sind IgG1-
Antikörper, während es sich bei RC1 um ein IgG3-Immunglobolin handelt und RH1 dem
Subtyp IgG-2b angehört.
Antikörper Subklasse
A36D4 IgG1
A66E4 IgG1
A68RC1 IgG3
A68RH1 IgG-2b
ZS7.A68ZS7.A36 ZS7.A66
A36
D4
A66
E4
A68
RC-1
A68
RH-1
A36
D5
A36
D6
A66
E5
A66
E6
A68
RH3.1
>
>
>
Abb.3.16: Subtypenbestimmung
der generierten, monoklonalen
Antikörper.
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3. Diagnostisches Potential der neuen B. burgdorferi-Antigene
3.1 Nachweis ZS7.A36-, ZS7.A66-, ZS7.A68- und ZS7.0323-spezifischer Antikörper in
Seren von Lyme-Borreliose Patienten
Um zu untersuchen, ob die Antigene ZS7.A36, ZS7.A66, ZS7.A68 und ZS7.0323 auch bei
Lyme-Borreliose Patienten exprimiert werden und immunogen wirken, wurde die
Reaktivität der vier rekombinanten Proteine mit Seren von Patienten, die sich in
unterschiedlichen, klinischen Stadien der Lyme-Borreliose (üblicherweise 15x
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), 15x Lyme-Arthritis und 4x Neuroborreliose)
befanden, bzw. Seren von gesunden Blutspendern ohne klinische Hinweise auf eine
Borrelieninfektion (42 Proben; Negativkontrolle) getestet. Es stellte sich heraus, daß
ZS7.A66 und ZS7.A68 eine starke Kreuzreaktivität auch mit den Seren gesunder
Blutspender zeigten. Im Gegensatz dazu waren in etwa 40% aller Patientenseren (64% bei
ACA, 30% bei Lyme-Arthritis und 25% bei Neuroborreliose) ZS7.A36-spezifische
Antikörper nachweisbar, während nur ein Serum aus dem Kollektiv gesunder Blutspender
(n=42) mit dem rekombinanten Protein ZS7.A36 reagierte. Abb.3.17 zeigt eine Auswahl
repräsentativer Ergebnisse. Ähnliche Ergebnisse wurden für ZS7.0323 erhalten. ZS7.A36
und ZS7.0323 könnten als ergänzende Marker für die Serodiagnose der Lyme-Borreliose
insbesondere bei Patienten im Spätstadium in Frage kommen. Die nachgewiesenen
Antikörper gehörten der Klasse IgG an. Seren von Patienten mit Erythema chronicum
migrans wiesen keine signifikant erhöhte Reaktivität mit den neuen Antigenen auf.
Untersuchungen mit einem deutlich größeren Patientenkollektiv in unterschiedlichen
Krankheitsstadien werden derzeit durchgeführt.
ZS7.A36 >
ACA NBArthr. Kontrolle
Abb.3.17: Westernblot-Analyse zum Nachweis von
Antikörpern mit Spezifität für die neuen Antigene im
Serum von Lyme-Borreliose Patienten, exemplarisch
gezeigt am Beispiel von ZS7.A36. Als Primärantikörper
dienten Seren von Patienten mit klinisch gesicherter
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA, n=15),
Rheumatoider Arthritis (Arthr., n=15), Neuroborreliose
(NB, n=4) bzw. gesunder Blutspender (Kontrolle, n=42).
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3.2 T-Zell-Antwort
Die Bedeutung der neuen Antigene bei der zellulären Immunantwort auf B. burgdorferi
kann mit Hilfe von Proliferationstests im autologen System analysiert werden. Vorläufige
Versuche, bei denen dendritische Zellen als Antigen-präsentierende Zellen mit
rekombinantem ZS7.A36 inkubiert und anschließend mit autologen T-Zellen getestet
wurden, ergaben, daß Borreliosepatienten (4 von 5 untersuchten Patienten mit
rheumatoider Arthritis) erhöhte Proliferationswerte aufweisen. Dies gilt besonders für das
Spätstadium mit rheumatoider Arthritis (Abb.3.18). Frühstadium-Patienten, sowie gesunde
Kontrollspender waren negativ. Als Positivkontrolle für die Proliferationstests diente das
Tetanustoxoid. Auch die in der Bakterienzellwand vorhandenen Lipopolysaccharide (LPS)
können T-Lymphozyten-aktivierende Wirkung besitzen.
In Europa spielen im Gegensatz zu den USA drei humanpathogene Borrelien-Spezies eine
Rolle, daher wurden auch die entsprechenden Allele aus den Genospezies B. afzelii (MMS)
und B. garinii (ZQ1) kloniert und rekombinant hergestellt (MMS.A36 und ZQ.A36). In der
Überlagerung der Proteinsequenzen (Abb.3.19) wird deutlich, daß ein ausgeprägter
Polymorphismus existiert (siehe auch Abb.3.7B). ZQ.A36 und MMS.A36 werden sowohl
von α108 IS als auch von αZS7.A36 IS detektiert, (Abb.3.20), was auf kreuzreaktive,
immundominante Epitope hindeutet.
Alle A36-Allele sind 201 Aminosäuren lang und stark hydrophil. MMS.A36 hat ein
errechnetes Molekulargewicht von 22,6 kDa, einen isoelektrischen Punkt von 5,31 und ist
zu 70,4% identisch mit ZS7.A36, während ZQ.A36 ein rechnerisches Molekulargewicht
von 23 kDa, einen isoelektrischen Punkt von 4,8 und eine Übereinstimmung mit ZS7.A36
von 69,4% aufweist. Der Identitätsgrad von MMS.A36 und ZQ.A36 beträgt 74,5%.
Weitere Studien zur Einschätzung des diagnostischen Wertes der beiden
stammesspezifischen Antigenvarianten werden derzeit durchgeführt.
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Abb.3.18: Test des neuen Antigens ZS7.A36 auf seine Eignung als Proliferationsmarker im autologen System
eines gesunden Spenders, sowie von fünf Patienten mit Lyme-Arthritis (A-E). Als Maß für die T-Zell-Proliferation
dient der Einbau radioaktiv markierten Thymidins in die DNS der Zellen. TT: Tetanus-Toxoid, LipOspA:
Lipidiertes OspA, LPS: Lipopolysaccharid, GST: Glutathion-S-Transferase, cpm: Zerfälle pro Minute.
Proteinmenge pro Ansatz: TT: 1,5 µg; pG, ZS7.A36, GST: 1 µg; LipOspA, LPS: 0,1 µg. Verhältnis dendritische
Zellen zu T-Zellen: 1:6. Bei Patient B konnten nicht ausreichend viele T-Zellen gewonnen werden; die eingesetzte
Menge lag etwas unterhalb, bei Patient D etwas oberhalb der standardmäßig verwendeten Zellzahl (6 x 104 T-
Zellen pro Ansatz).
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Abb.3.19: Überlagerung der Proteinsequenzen von ZS7.A36, MMS.A36 und ZQ.A36 nach der
Methode von Thompson, Higgins, und Gibson . Bereiche, in denen alle drei Sequenzen
übereinstimmen sind rot markiert.
Abb.3.20: Westernblot-Analyse der rekombinanten Antigene ZS7.A36, MMS.A36 und ZQ.A36 unter
Verwendung von αZS7.A36 IS als Primärantikörper. Auftrag: 2 µg rekombinantes Protein pro Spur.
         1                                                   50
ZS7.A36  KQFGDVKSLT EIDS..GNGI PLVVSD..VV KDLIP.KEIS LTPEEAEKLE
MMS.A36  KQYGSVKALT EIASDSGDNN SLVVSDNLAA KELIAEKGPT LTSQESERLE
ZQ.A36   KQYGDVKSLT EVATDFEDDN SLASGN.VEP KDQMTDKGPA LTSEESEKLE
         51                                                 100
ZS7.A36  SLKVFLKDAM SVNGREEALK AEYEKSYKEF FDWLSKDVNR QKEFISSFDN
MMS.A36  ALKTFLKDAM GVNGKTGDTK AEYDKSYKEF FDWLSKDVNK QKEFVSCFNN
ZQ.A36   ALKTFLKDAM GVNGRDENSK AEYEKSYKEF FDWLSKDVNR QKEFVSSFNN
         101                                                150
ZS7.A36  ISSIVSKAVD ASKKRRPTEQ Q.SLGFKEYV CYKIKNSKGE ALSLFFQKVV
MMS.A36  ICGIVTKAVD ASKQRYKGNQ Q.SLGFNEYV CYDIKTRTGD DLSLFFQKVA
ZQ.A36   ICDIVAKAVN ASKQRTRDQQ QRSLGFNEYV CYKIKNSTGE PLSLFFQKVA
         151                                                200
ZS7.A36  DAFGADPYKK DNDESVQKPV KCNEEIFKVI KKVLTESESN NELKNLKNYG
MMS.A36  DAFGAEEYKK KDDESSQKPE KCNEEIFKVI KRVFTESDSN NELKNLKNHG
ZQ.A36   DAFGTEEYKR KDDENSPKPE KCNEEIFKAI KRVFTESENN KELADLKNYG
         201
ZS7.A36  NV
MMS.A36  NI
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16,5 -
6,5 -
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4. Untersuchungen zum protektiven Potential B. burgdorferi-spezifischer
Immunseren
Im Folgenden sind die Ergebnisse aus den Versuchen zur Überprüfung des protektiven
Potentials der neuen Antigene dargestellt. Alle Tierexperimente wurden in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. M. Simon am Max-Planck-
Institut für Immunbiologie in Freiburg durchgeführt, die Tiere entstammten der eigenen
Zucht. Das Ausmaß der Arthritiden wurde visuell an den Tibiotarsalgelenken beider
Hinterextremitäten ermittelt und gemäß folgendem Schema bewertet: -: keine
Auffälligkeit,  (±): Rötung ohne Schwellung,  ±: leichte Schwellung,  +: mäßige
Schwellung,  ++: starke Schwellung.
4.1 Protektives Potential des α108 IS in SCID-Mäusen, die mit 103 Borrelien infiziert
wurden
Die protektive Wirkung des α108 Serums wurde durch folgende Versuchsanordnung
überprüft (Tab.3.7):
Tag 0:
Infektion von C.B-17 SCID und C.B-17 SCID bg - Mäusen mit je 1 x 103 B.burgdorferi
ZS7 (Passage 4, 3Tage in Kultur) in 100 µl BSK-H Medium durch subkutane Injektion in
die Schwanzwurzel.
Tag 26:
Erregeranzucht aus den Ohrbiopsien aller Mäuse. Auswahl von acht Tieren (4 x SCID, 4 x
SCID bg) mit beidseitig deutlicher Arthritis und therapeutische Anwendung von 100 µl
α108 IS in 250 µl PBS je Maus (Hitze-inaktiviert, UV-sterilisiert, intraperitoneal injiziert)
Tag 30, 34, 38:
Therapeutische Anwendung von α108 IS (s.o.).
Tag 74, 134:
Erregeranzucht aus Ohrbiopsie.
Sowohl bei SCID als auch bei SCID bg - Mäusen kommt es nach Inokulation des 108 IS zu
einem kontinuierlichen Rückgang der Arthritis über den gesamten Beobachtungszeitraum
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4.2 Testung des protektiven Potentials von Immunseren mit Spezifität für ZS7.A36,
ZS7.A66 und ZS7.A68 bei Nadel-infizierten (103 Borrelien) SCID-Mäusen
Es wurde getestet, ob polyklonales, monospezifisches Immunserum, welches gegen
ZS7.A36, ZS7.A66 oder ZS7.0323 generiert wurde, in der Lage ist, C.B-17 SCID Mäuse
vor einer experimentellen Infektion zu schützen. Diese erfolgte durch subkutane Injektion
von jeweis 1 x 103 B.burgdorferi ZS7 (Passage 4, 3 Tage in Kultur) in 100 µl BSK-H
Medium in die Schwanzwurzel.
Wie aus Tab.3.8 zu entnehmen ist, führte der passive Transfer von ZS7.A68 spezifischem
Immunserum auf Empfänger-Mäuse vor nachfolgender Injektion von 103 infektiösen
Spirochäten (B. burgdorferi sensu stricto, Stamm ZS7) zu einem vollständigen Schutz vor
Erkrankung und Infektion. Als Positivkontrolle diente ein gegen OspA gerichteter,
monoklonaler Antikörper (Schaible, et al., 1990b). Die Verabreichung von anti-ZS7.A36-
Immunserum führte zur kompletten Protektion gegenüber Erkrankung und Infektion bei
einer von drei Mäusen und verhinderte bei zwei von drei Mäusen eine Erkrankung, nicht
jedoch Infektion. Kein protektiver Effekt konnte bei Gabe von anti-ZS7.A66- und anti-
GST (Negativkontrolle)-Immunserum beobachtet werden.
Die protektiven bzw. teilprotektiven Eigenschaften der anti-ZS7.A36 und anti-ZS7.A68
Immunseren bei einer experimentell gesetzten Infektion mit 103 Borrelien waren auch
unter Verwendung von Kaninchen-Immunseren reproduzierbar (Tab.3.9). Zu deren
Herstellung wurden 500 µg der rekombinanten Proteine pro Kaninchen subkutan injiziert.
Die Behandlung wurde über den gesamten Zeitraum der Blutentnahme hinweg in 4-6
wöchigem Abstand wiederholt.
Zwei Stunden nach Gabe der Immunseren (Tab.3.9 Spalte 2) wurden 1 x 103 B.
burgdorferi ZS7 (Passage 4, 3 Tage in Kultur) je Maus in 100 µl BSK-H Medium
subkutan in die Schwanzwurzel injiziert. An Tag 53 nach Infektionsbeginn erfolgte die
Entnahme von Ohrbiopsien zur Anzucht des Erregers.
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Tab.3.8: Prophylaktischer Effekt von Immunseren mit Spezifität für
ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 bei einer B. burgdorferi ZS7 Infektion
von C.B-17 SCID Mäusen. Experimentelle Durchführung: siehe II.2.28
IS Maus Klinische Arthritis (d p.i.) Ohr-
Spezifität 11 21 26 48 Kultur*
1 – – – – –
ZS7.A36 2 – – – ±/± +
3 – – – +/± +
1 ±/– ++/ ++/++ ++/++ +
ZS7.A66 2 – +/+ ++/++ ++/++ - $
3 – ±/± +/+ +/± +
1 – – – – –
ZS7.A68 2 –/(±) – – – – $
3 – – – – – $
1 ±/(±) ++/++ ++/++ +
GST 2 –/(±) +/± +/+ +
3 – – – – –
1 – +/+ ++/++ +
– 2 (±)/(±) – – –
3 (±)/– +/± +/++ +
1 – – – – –
mAb LA2 2 – – – – –
3 – – – – –
* Ohrbiopsien zur Erregeranzucht wurden an Tag 27 pi entnommen.
$ Mit nicht näher spezifizierten Bakterien kontaminiert.
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4.3 Testung des prophylaktischen Potentials von αZS7.A36, αZS7.A66 und αZS7.A68
IS bei Zecken-vermittelter, natürlicher Borrelieninfektion in SCID-Mäusen
Das Potential des αA36/A68 IS zur Schutz-Vermittlung bei einer Erreger-Übertragung via
Borrelien-infizierter Zecken wurde überprüft.
Unmittelbar nach Applikation der in Tab.3.10 spezifizierten Immunseren wurden neun
Zecken pro Maus (Infektionsrate mit B. burgdorferi ZS7: ca. 50%) in eine Glaskapsel
gegeben und diese mit dem Rand der offenen Seite auf ein rasiertes Hautareal am Rücken
der Maus geklebt. Nach Vollendung des Saugaktes wurden die Zecken abgesammelt. An
Tag 68 nach Versuchsbeginn erfolgte bei den Tieren der Gruppe 1,2,3,5 und 7 die
Entnahme von Ohrbiopsien für den Erregernachweis.
Während der gegen OspA gerichtete monoklonale Antikörper LA2, sowie ein OspC
spezifisches BALB/c-Antiserum die Entstehung einer Arthritis vollständig verhinderten,
war bei den gegen die neuen Antigene generierten Immunseren im Falle einer durch
Zecken vermittelten Borrelieninfektion keine protektive Wirkung nachweisbar. Lediglich
bei einer von vier mit Kaninchen αZS7.A68 IS behandelten Mäusen entwickelte sich keine
Arthritis und es lag eine sterile Immunität vor (Tab.3.10).
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4.4 Testung des therapeutischen Potentials von Kaninchen-Immunseren mit
Spezifität für ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 in Nadel-infizierten (103 B.
burgdorferi) SCID-Mäusen
Ausgehend von der prophylaktischen Wirkung wurde das therapeutische Potential von
Kaninchen-Immunseren mit Spezifität für die neuen Antigene getestet (Tab.3.11).
Alle Versuchstiere wurden durch subkutane Injektion von jeweils 1 x 103 Borrelien
(Stamm ZS7, Passage 4, 3 Tage in Kultur) in die Schwanzwurzel infiziert. An Tag 11, 15,
19 und 24 nach Versuchsbeginn erfolgte die therapeutische Applikation der in Tabelle 3.11
spezifizierten Immunseren bzw. von PBS (Negativkontrolle). Nach Ausbildung einer
schweren, beidseitigen Arthritis wurde zusätzlich vier Mäusen der Gruppe 6 ab Tag 38
(Tab.3.12), sowie zwei Mäusen der Gruppe 7 ab Tag 59 nach Infektionsbeginn (Tab.3.13)
viermalig im Abstand von vier Tagen Kaninchen αZS7.A36-Immunserum verabreicht. Die
Entnahme der Ohrbiopsien zur Erregeranzucht erfolgte an Tag 38 (Gruppe 6), Tag 49
(Gruppe 1,2,3 und 7), sowie an Tag 53 (Gruppe 4 und 5) nach Versuchsbeginn.
In Kaninchen bzw. BALB/c-Mäusen generierte α OspC/GST-Immunseren
(Positivkontrolle) konnten bei 4/5 bzw. 2/4 Borrelien-infizierten SCID-Mäusen eine
Arthritisentwicklung verhindern und die Spirochäten in 3/5 bzw. 2/4 Mäusen eliminieren
(negative Ohrkultur). Die Symptome bei klinisch auffälligen Tieren setzten deutlich
verspätet (etwa d42 post infektionem) ein. Dahingegen führte der Transfer von
Immunseren mit Spezifität für die neuen Antigene ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 nur
bei jeweils 1/5 Versuchstieren zum Ausbleiben einer Arthritis bei gleichzeitig negativem
Erregernachweis. Darüber hinaus zeigte eine weitere mit αZS7.A66-Immunserum
behandelte Maus keine Sympomatik, jedoch eine positive Ohrbiopsie. Diese Ergebnisse
sprechen unter den gewählten experimentellen Voraussetzungen gegen ein therapeutisches
Potential der neuen Antigene, da auch in der Negativkontrolle (PBS) 2/4 Mäuse keine
Anzeichen einer klinischen Arthritis, sowie eine negative Ohrbiopsie aufweisen.
Allerdings schien αZS7.A36 IS das Einsetzen der Symptome deutlich zu verzögern.
Während alle SCID-Mäuse, die Normal-Kaninchenserum erhielten (Kontrolle) 38 Tage
nach Infektionsbeginn eine starke Arthritis entwickelten, traten an Tag 42 post infektionem
nur bei einem von fünf mit αZS7.A36 IS behandelten Tieren mäßige Symptome auf. Dies
ist vergleichbar mit der Wirkung von Kaninchen- bzw. Maus-αOspC IS zu diesem
Zeitpunkt. αZS7.A36 IS konnte jedoch die spätere Entstehung einer Arthritis in 4 von 5
Mäusen nicht verhindern (Tab.3.11). Eventuell wäre dies durch die Übertragung größerer
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Serenmengen möglich. Der Arthritis-verzögernde Effekt des αZS7.A36 IS schien nur bei
frühem Therapiebeginn (d11 nach Inokulation) aufzutreten. Wurde das Immunserum an
Tag 38 bzw. Tag 59 nach Infektionsbeginn (vollständig etablierte, starke Arthritis)
verabreicht, ließ sich keine Besserung der klinischen Symptome mehr beobachten
(Tab.3.12 und Tab.3.13).
Tab.3.11a Arthritisentwicklung in C.B.-17 SCID Mäusen nach Infektion mit 1 x 103 Borrelien und
viermaliger therapeutischer Anwendung von Kaninchen αZS7.A36/A66/A68 IS an Tag 11, 15, 19 und
24.
Gruppe Therapie Maus Klinische Arthritis
d11 d15 d19 d24 d31 d35
1 1 ml 1 –/– –/– (±)/(±) –/– –/– –/–
Kaninchen 2 –/– –/– –/– –/– –/(±) ±/(±)
αZS7.A36 3 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
Titer ca. 1:464.000 4 –/– (±)/(±) –/– –/– –/– –/–
5 –/– –/(±) –/– ±/± (±)/(±) ±/(±)
2 1 ml 1 –/– (±)/(±) –/(±) –/± –/(+) –/(±)
Kaninchen 2 –/– –/(±) +/(+) +/+ +/+ +/+
αZS7.A66 3 –/– (±)/± (+)/+ +/+(+) +(+)/+ ++/+
Titer ca. 1:420.000 4 –/– (±)/(±) (+)/– +/± +(+)/+ +(+)/+
5 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
3 1 ml 1 –/(±) (±)/(±) (+)/± +(+)/+ +(+)/+(+) +(+)/+
Kaninchen 2 (±)/(±) (+)/(+) +/+ +/+(+) +(+)/+(+) ++/++
αZS7.A68 3 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
Titer ca. 1:200.000 4 –/– –/– ±/± (+)/± +/± +(+)/+
5 –/– ±/(±) (+)/– +/± +(+)/± +(+)/+
4 1800 µg 1 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
Kaninchen 2 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
αOspC/GST 3 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
4 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
5 –/– –/– –/– –/– –/± –/(+)
5 30 µg 1 –/(±) –/– –/– –/– –/– –/–
BALB/c 2 (±)/– –/– –/– –/– –/– –/–
αOspC/GST 3 (±)/– –/– –/– –/– –/– –/–
4 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
6 500 µl 1 –/– (±)/(±) (+)/(±) +/(+) +(+)/+ ++/+(+)
normal 2 –/– (+)/(±) ±/(+) +/+ ++/+(+) ++/++
Kaninchen 3 –/(±) –/– ±/– +/(+) +(+)/+ +(+)/+
Serum 4 –/– –/± ±/– +/(±) +(+)/+ +(+)/+
7 1 ml 1 –/– –/– –/– –/– –/– –/–
PBS 2 –/– –/– (±)/– –/– –/– –/–
3 (±)/(±) (±)/(±) ±/± +/+ +/+(+) +(+)/+(+)
4 –/– (±)/(±) (±)/(±) +/(±) +(+)/+ ++/+
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Tab.3.11b Arthritisentwicklung in C.B.-17 SCID Mäusen nach Infektion mit 1 x 103 Borrelien und
viermaliger therapeutischer Anwendung von Kaninchen αZS7.A36/A66/A68 IS.
Gruppe Therapie Maus Klinische Arthritis
d38 d42 d49 d55 d62 d69
1 1 ml 1 nd –/– –/– (±)/– ±/(±) (+)/–
Kaninchen 2 nd –/– –/– –/– –/– +/(±)
αZS7.A36 3 nd –/– –/– –/– –/– –/–
Titer ca. 1:464.000 4 nd –/– (±)/– –/– +/(±) –/(+)
5 nd (+)/+ +/+(+) ++/+(+) +(+)/++ ++/+
2 1 ml 1 nd –/± ±/(+) –/+ –/(+) –/±
Kaninchen 2 nd +(+)/+ +(+)/+ ++/+ +(+)/± +(+)/±
αZS7.A66 3 nd +(+)/+ +/+ +/+ +/+ (+)/±
Titer ca. 1:420.000 4 nd +(+)/+(+) ++/+(+) ++/++ +(+)/+ ++/+(+)
5 nd –/– –/– –/– –/– –/–
3 1 ml 1 nd +/+ ++/++ ++/++ +(+)/++ +(+)/++
Kaninchen 2 nd +(+)/++ +(+)/++ ++/++ +(+)/++ ++/++
αZS7.A68 3 nd –/– –/– –/– –/– –/–
Titer ca. 1:200.000 4 nd ++/+(+) ++/++ ++/++ ++/++ ++/++
5 nd ++/+ ++/++ ++/++ +(+)/++ ++/++
4 1800 µg 1 nd –/– –/– –/– –/– –/–
Kaninchen 2 nd –/– –/– –/– –/– –/–
αOspC/GST 3 nd –/– –/– –/– –/– –/–
4 nd –/– –/– –/– (±)/– –/–
5 nd (±)?/+ –/++ (±)/+(+) –/+(+) –/+(+)
5 30 µg 1 nd –/– –/– –/– –/– –/–
BALB/c 2 nd (±)/(±) –/– (±)/(±) –/– –/–
αOspC/GST 3 nd –/– –/– –/– –/– –/–
4 nd –/– –/– –/– –/– –/–
6 500 µl 1 ++/+ → Therapie ab d38 pi$
normal 2 ++/+(+) → Therapie ab d38 pi$
Kaninchen 3 +(+)/+(+) → Therapie ab d38 pi$
Serum 4 ++/+(+) → Therapie ab d38 pi$
7 1 ml 1 nd –/– –/– –/– –/– –/–
PBS 2 nd –/– –/– –/– –/– –/–
3 nd ++/++ ++/++ ++/++ → Therapie ab d59 pi*
4 nd ++/+(+) ++/+(+) ++/+(+) → Therapie ab d59 pi*
$ siehe Tab.3.12
* siehe Tab.3.13
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Tab.3.11c Arthritisentwicklung in C.B.-17 SCID Mäusen nach Infektion mit 1 x 103 Borrelien und
viermaliger therapeutischer Anwendung von Kaninchen αZS7.A36/A66/A68 IS.
Gruppe Therapie Maus Klinische Arthritis Ohrkultur
d79 d86 d105 d119 d133
1 1 ml 1 ±/± +/+ +/+ (+)/+ +/+ +
Kaninchen 2 ++/± ++/± ++/± (+)/± +/± +
αZS7.A36 3 –/– –/– –/– –/– –/– –
Titer ca. 1:464.000 4 nd ++/– (+)/+ +/(+) ++/+ +
5 ++/+ ±/+ ++/± ++/+ ++/± +
2 1 ml 1 –/– –/– –/+ –/– –/– +
Kaninchen 2 ++/+ ++/++ +(+)/+ +/+ +(+)/+ +
αZS7.A66 3 +/+ +/+ +/(+) +/– +/± +
Titer ca. 1:420.000 4 ++/++ ++/+(+) +(+)/+ +(+)/+ +(+)/+ +
5 –/± –/– (±)/± (±)/– –/– –
3 1 ml 1 ++/++ ++/++ +(+)/++ +(+)/++ +/++ +
Kaninchen 2 ++/++ ++/++ +(+)/++ +/++ +/++ +
αZS7.A68 3 –/– –/– –/– –/– –/– –
Titer ca. 1:200.000 4 ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ +
5 ++/++ ++/++ +(+)/++ +(+)/+ +(+)/+ +
4 1800 µg 1 –/– –/– –/– –/– –/– –
Kaninchen 2 –/– –/– –/– –/– –/– –
αOspC/GST 3 –/– –/– –/– –/– –/– –
4 –/– –/– –/– –/– –/– +
5 –/++ ±/++ (±)/++ –/++ –/++ +
5 30 µg 1 –/– –/– –/– –/– –/– –
BALB/c 2 –/– –/– –/– –/– –/– –
αOspC/GST 3 –/+ –/++ –/+ (+)/+ (+)+/+ +
4 –/– –/+ ±/– ++/– ++/+ +
6 500 µl 1 +
normal 2 +
Kaninchen 3 +
Serum 4 +
7 1 ml 1 –/– –/– –/– –/– –/– –
PBS 2 –/– –/– –/– –/– –/– –
3 +
4 +
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Tabelle 3.14 faßt die Ergebnisse der bisher durchgeführten Tierexperimente zur
prophylaktischen und therapeutischen Wirkung verschiedener Antikörperpräparationen als
Übersicht zusammen.
Tab.3.14: Zusammenfassung der bereits durchgeführten und noch ausstehenden Tierversuche zum
prophylaktischen und therapeutischen Potential verschiedener Antikörperpräparationen.
Anikörper-Präparation Experimentelle Infektion mit
1x103 B. burgdorferi ZS7
Infektion durch Stich Borrelien-
infizierter Zecken
Prophylaxe Therapie Prophylaxe Therapie
SCID-Maus
Maus-α108 IS ++ ++ nd -
Maus-α103 IS + nd + -
Maus-αtick IS§ +/- - nd nd
Maus-αOspA IS ++ - + nd
Maus-LA-2* ++ - ++ nd
Maus-αOspC IS ++ + ++ -
Kaninchen-αOspC IS ++ + - nd
Maus-αZS7.A36 IS +/- nd - -
Maus-αZS7.A66 IS - nd +? nd
Maus-αZS7.A68 IS + nd - nd
Kaninchen-αZS7.A36 IS +(-) -(+) - nd
Kaninchen-αZS7.A66 IS - - - nd
Kaninchen-αZS7.A68 IS ++ - -(+) nd
BALB/c-Maus
Maus-αOspC IS$ + + + +
AKR/N-Maus
aktive Immunisierung mit OspA$ + nd nd nd
aktive Immunisierung mit OspC$ + nd nd nd
++: sehr starker, +: starker, +/-: mäßiger, -: kein Effekt
+(-) 2/3 Mäusen zeigen keine Arthritis und sterile Immunität
-(+) deutlich verzögerter Arthritis-Beginn
+? reduzierte Borrelienzahl in Zecken nach Blutmahlzeit von immunisierten Mäusen
nd nicht durchgeführt
* monoklonaler Antikörper gegen OspA (Kurtenbach, et al., 1997; Zhong, et al., 1997)
§ zur Verfügung gestellt von: Frau Prof. Dr. Lise Gern (Neuchatel, Schweiz)
$ Zhong et al., 1999
5. Identifikation eines Liganden für das neue Antigen ZS7.A68
Im Rahmen eines breit angelegten Screenings wurden die neuen Antigene auf ihre
Fähigkeit getestet, Komplement-Kontrollfaktoren (FH und FHL-1) zu binden. Die Bindung
solcher Faktoren an die Erregeroberfläche könnte zur Inhibierung des wirtseigenen
Komplementsystems führen und damit einen Immune-Escape-Mechanismus darstellen.
Nach dem heutigen Kenntnisstand existieren mehrere B. burgdorferi sensu lato Proteine,
welche die Komplement-inhibierenden Faktoren H und/oder FHL-1 (Reconectin) binden.
Erreger könnten dadurch in der Lage sein, sich vor der Lyse durch das wirtseigene
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Komplementsystem zu schützen (siehe I.4.3 und IV.6). Die Rezeptoren auf den Borrelien
sind noch nicht identifiziert. Um zu überprüfen, ob eines oder mehrere der hier
beschriebenen, neuen Antigene als Rezeptor in Frage kommt, wurden diese
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und in
Gegenwart von Faktor H und FHL-1 inkubiert. Mit Hilfe eines Faktor-spezifischen
Primärantikörpers und eines Enzym-markierten Sekundärantikörpers wurde das Ergebnis
visualisiert (Abb.3.21).
Abb.3.21: Westernblot-Analyse der rekombinanten Antigene ZS7.A36, MMS.A36 und ZQ.A36
bezüglich ihrer Fähigkeit, Komplement-Kontrollfaktor H bzw. FHL-1 zu binden. Primärantikörper:
Kaninchen-anti-Komplement-Kontrollfaktoren. Sekundärantikörper: Ziege-anti-Kaninchen,
Meerrettichperoxidase konjugiert. Auftrag: 2 µg rekombinantes Protein pro Spur.
Es findet eine deutliche Bindung von ZS7.A68 an Faktor H und/oder FHL-1 statt. Diese
Interaktion ist spezifisch und tritt nicht bei den anderen getesteten Antigenen auf.
32,5 -
25,0 -
16,5 -
6,5 -
kDa
ZS7.A36 MMS.A36 ZQ.A36 ZS7.A66 ZS7.A68 ZS7.0323
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IV. Diskussion
Basierend auf der Beobachtung, daß ein gegen 108 B. burgdorferi ZS7 generiertes
Immunserum SCID-Mäuse sowohl vor Nadelinfektion mit 103 B. burgdorferi ZS7
Erregern schützte, als auch eine bereits etablierte Arthritis therapieren konnte, sollte in der
vorliegenden Arbeit die Spezifität der hierfür verantwortlichen Antikörper ermittelt und die
korrespondierenden Antigene charakterisiert werden. Da die prophylaktische Wirkung des
α108IS auch nach Depletion von OspA, OspB, DbpA und DbpB-spezifischen Antikörpern
noch bestand, konnten diese bereits charakterisierten Antigene ausgeschlossen werden. Zur
Identifizierung der neuen Zielantigene wurde eine B. burgdorferi-Expressionslibrary mit
einem α108 IS getestet. Es wurden 356 Antigene ermittelt. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit war es jedoch nicht möglich, alle bisher nicht charakterisierten Antigene umfassend
zu analysieren. Sie beschäftigt sich daher insbesondere mit drei Kandidaten, welche
gemeinsam mit den infektionsassoziierten Antigenen OspA/B und DbpA/B auf dem
linearen Plasmid lp54 kolokalisiert sind und hier als ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68
bezeichnet werden. Spezifische Antiseren wurden gegen diese Proteine generiert und ihr
protektives Potential in SCID-Mäusen getestet. Die Identifizierung neuer
Vakzinkandidaten könnte zur Optimierung der bereits in den USA zugelassenen, auf OspA
basierenden Vakzine gegen die Lyme-Borreliose beitragen.
Neben dem protektiven Potential der neuen Antigene sollten auch deren Eigenschaften zur
Verbesserung der gegenwärtigen diagnostischen Verfahren geklärt werden. Außerdem
sollten Versuche zur Identifizierung der natürlichen Liganden der neuen Antigene
unternommen werden.
1. Identifikation neuer immunologisch relevanter Borrelien-Antigene
Bislang wurden bereits einige Oberflächen-Lipoproteine bei B. burgdorferi beschrieben,
welche in der Lage sind, in unterschiedlichem Ausmaß im Tiermodell vor einer B.
burgdorferi-Infektion zu schützen (Simon, et al., 1991a; Fikrig, et al., 1992b; Preac-
Mursic, et al., 1992; Nguyen, et al., 1994). OspA ist die einzige Vakzine gegen die Lyme-
Borreliose, die auch beim Menschen (in den USA) zugelassen ist (Simon, et al., 1991b;
Fikrig, et al., 1992b; Sigal, et al., 1998; Steere, et al., 1998). Hanson et al. beschreiben
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einen synergistischen Effekt von OspA und dem Lipoprotein Decorin binding protein A
(DbpA), wonach die Applikation einer OspA/DbpA-Kombination vor einer Infektion mit
100-fach höherer Erregerkonzentration schützen soll (Hanson, et al., 2000). Sowohl die
aktive Immunisierung mit OspA/OspB-defizienten Spirochäten-Stämmen (Fikrig, et al.,
1993; Hughes, et al., 1993), als auch die passive Immunisierung mit Immunserum, das
keine OspA/OspB-spezifischen Antikörper enthält (Schaible, et al., 1993a), konnte Schutz
vor einer nachfolgenden Borrelieninfektion vermitteln. Diese Ergebnisse belegen die
Existenz weiterer bakterieller Zielstrukturen, welche an der Antikörper-vermittelten
Eliminierung der Spirochäten beteiligt sind.
Zur Identifikation neuer, Schutz-vermittelnder Borrelien-Antigene wurde in der
vorliegenden Arbeit eine B. burgdorferi ZS7-Expressionslibrary mit einem α108 IS (B.
burgdorferi sensu stricto ZS7) getestet. Die Inokulation von Mäusen mit einer hohen
Borrelien-Zahl von 108 ist nicht mit einer natürlichen Infektion (Übertragung von ≤ 103
Erregern) vergleichbar. Der Vorteil dieser Strategie besteht jedoch in der Generierung
eines Immunserums, das auch Antigene erkennt, die im Rahmen einer natürlichen
Infektion nicht oder nur schwach immunogen wirken. Nur das α108 Immunserum kann zur
Identifikation protektiver Antigene genutzt werden, da es in der Lage ist, bei SCID-
Mäusen eine sterile Immunität bei nachfolgender experimenteller Borrelien-Infektion zu
vermitteln und die klinischen Symptome einer bereits persistierenden Borreliose zu
eliminieren, während das α103 IS und ein gegen durch Zeckenstich übertragene Borrelien
generiertes Immunserum (αtick IS) dies nicht können.
Beim Screening von etwa 100.000 Einzelkolonien mit dem α108 IS traten insgesamt 356
immunreaktive Klone auf, von denen 120 ein sehr starkes Signal aufwiesen. Diese wurden
mittels Southern-Hybridisierungen und teilweiser Sequenzanalysen charakterisiert.
Erwartungsgemäß enthielten viele der Klone bereits gut definierte Gene, wozu unter
anderem die Outer Surface Proteine, OspE Related Proteine (Erps), Decorin binding
protein A (DbpA), P35, P39, pG oder BapA zählten. Etliche der im Screening positiven
Klone enthielten jedoch auch Gene, die bislang noch nicht oder nur unzureichend
analysiert worden waren und in Anlehnung an die TIGR-Datenbank in folgende vier
Gruppen eingeteilt werden konnten:
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• Klon 3, 9, 15, 47.2, 52.1, 53.1, 60.1, 61.1, 64.1, 72, 73, 75, 76.1, 78, 89, 95, 114.4, 116,
119.4 (BBA64-BBA68-Homologe). Diese Gene sind auf dem Plasmid lp54 lokalisiert und
zeigen teilweise Übereinstimmung mit einem von Gilmore et al. beschriebenen und als
„P35“ bezeichneten Gen (Gilmore, et al., 1997).
• Klon 4.3, 30, 102.1 (BB0382-BB0384-Homologe). Die Loci befinden sich auf dem B.
burgdorferi-Chromosom und werden auch als BmpB, BmpA und BmpC bezeichnet
(Simpson, et al., 1994; Roessler, et al., 1997). Die immunologische Reaktivität des BmpA
(Synonym: „P39“) konnte bereits in einem früheren Library-Screening in unserem Labor
nachgewiesen werden.
• Klon 6, 16.1, 16.4, 28, 34, 43.1, 96, 117 (BBP38/BBP39- bzw. BBR41-BBR45-
Homologe). Diese Gene befinden sich sehr wahrscheinlich auf den zirkulären Plasmiden
cp 32-1 bzw. cp 32-4. Allerdings erschweren die hohe Redundanz und starke Homologie
der cp32-Plasmide eine exakte Zuordnung und schließen auch eine Lokalisation der
identifizierten Gene auf einem anderen cp 32 - Plasmid nicht aus. Klon 6, 16.1, 16.4, 28
und 43.1 (BBP38/BBP39) kodieren die vermutlich infektionsassoziierten ErpA/ErpB-
Proteine (Stevenson, et al., 1998), während Klon 6, 34, 96 und 117 (enthalten ein BBR42-
Homolog) eine deutliche Übereinstimmung mit OspF zeigen (Akins, et al., 1995).
• Einige Gene bzw. Genfragmente, deren Produkte sich im Library-Screening als potentiell
immunoreaktiv erwiesen (Klon 29, 36, 44, 74, 83, 98.1) hatten keine signifikante
Ähnlichkeit mit bereits charakterisierten Spirochätengenen auf. Die meisten werden in der
TIGR-Datenbank als „putative Gene“ (open reading frame) bezeichnet. Lediglich ein zu
BBA36 homologes Gen, welches in zwei völlig identischen, aber im Library-Screening
unabhängig voneinander identifizierten Klonen (Klon 44 und Klon 83) enthalten ist, weist
eine 35,5% -ige Übereinstimmung mit einem von Porcella et al. beschriebenen
Lipoprotein auf (Porcella, et al., 1996).
2. Charakterisierung der lp54-lokalisierten neuen Gene
Aufgrund der großen Anzahl neuer Gene mußte eine Vorauswahl für die weiteren
Untersuchungen, insbesondere im Tiermodell, getroffen werden. Wegen ihrer
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Kolokalisierung mit den Schutz-vermittelnden Oberflächenantigenen OspA und DbpA
wurden die lp54-kodierten Loci ausgewählt. Die folgenden Untersuchungen wurden daher
mit den B. burgdorferi ZS7-Klonen 44, 89 und 15 (Homologe zu den TIGR-Datenbank-
Genen BBA36, BBA66, BBA68) durchgeführt. Zusätzlich wurde die Expression eines
chromosomal kodierten Gens (Klon 29; BB0323-Homolog) untersucht. Die
entsprechenden Loci und ihre Genprodukte wurden in Anlehnung an die TIGR-
Nomenklatur als ZS7.A36, ZS7.A66, ZS7.A68 und ZS7.0323 bezeichnet.
In der Southernblot-Analyse konnten erwartungsgemäß alle vier neuen Gene bei B.
burgdorferi sensu stricto ZS7 nachgewiesen werden. Mit Ausnahme von ZS7.A68 wurden
die entsprechenden Allele auch bei den humanpathogenen Stämmen B. afzelii MMS und B.
garinii ZQ1 gefunden. Die Kolokalisation mit OspA auf lp54 konnte in der Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) für ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68 nachgewiesen werden.
Die Hybridisierungssignale der beiden Gensonden ZS7.A36 und ZS7.A66 bei DNS der
Stämme MMS und ZQ1 war deutlich schwächer als mit ZS7-DNS, was durch ausgeprägte
Sequenzunterschiede bei den Genospezies B. afzelii und B. garinii erklärbar wäre. Die
RFLP-Analyse mit DNS der verschiedenen Borrelien-Stämme bestätigte den ausgeprägten
Polymorphismus für die Gene ZS7.A36 und ZS7.A66.
Zusammenfassend lassen sich die Southernblot (PFGE)- und RFLP-Analyse
folgendermaßen interpretieren: ZS7.0323 ist in allen drei untersuchten, humanpathogenen
Borrelienstämmen vorhanden. Es liegt stark konserviert vor und ist immunogen in Maus
und Mensch (z.B. Western-Blots mit Patientenseren). ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68
sind dagegen in den untersuchten Genospezies stark polymorph. Deutliche
Sequenzunterschiede wurden auch durch die Klonierung und Sequenzierung der
stammesspezifischen Varianten MMS.A36 und ZQ.A36 bestätigt. Auf Proteinebene
zeigten beide nur etwa 70% Identität mit ZS7.A36. Ob ZS7.A68-Homologe in den
Stämmen B. afzelii MMS und B. garinii ZQ1 nicht vorhanden sind oder so große
Sequenzunterschiede im Vergleich zur ZS7-Variante aufweisen, daß im Southernblot keine
Hybridisierung der Sonde mehr stattfindet, konnte nicht definitiv beantwortet werden.
3. Differentielle Expression von ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68
Es ist zwischenzeitlich gut dokumentiert, daß eine Reihe von Borrelienantigenen
differentiell exprimiert werden. Zu den Einzelparametern, welche die Expression
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beeinflussen, zählen z.B. Temperatur, pH-Wert, Erregerdichte, Wachstumsphase oder
Guaninkonzentration im Medium (siehe I.4.4). Insbesondere aber werden bestimmte
Oberflächenproteine wie beispielsweise das pG, ein 22 kDa Lipoprotein, ausschließlich in
vivo, nicht jedoch von Kulturborrelien (in vitro) exprimiert (Wallich, et al., 1995). Auch
die zusammen mit den neuen Kandidaten auf lp54 befindlichen Gene OspA und DbpA
werden differentiell exprimiert. Während OspA hauptsächlich in der Zecke und nicht in
Mäusen nachzuweisen ist (Schwan, et al., 1995; Montgomery, et al., 1996; Zhong, et al.,
1999), trifft das Umgekehrte auf DbpA zu. Außerdem beschränkt sich dessen Expression
auf die frühe Phase der Infektion (Feng, 1998; Hagman, et al., 1998; Hanson, et al., 1998;
Hagman, et al., 2000).
Bei der Suche nach neuen Antigenen mit potentieller Eignung für eine prophylaktische
und/oder therapeutische Vakzinierung ist es daher unerlässlich, ihre
Expressionsverhältnisse zu untersuchen. Geeignete Kandidaten sollten insbesondere in
vivo exprimiert werden. Die Transkription der neuen Gene wurde mit Hilfe
unterschiedlicher Methoden getestet: Northernblot-Analyse und Reverse Transkriptase-
(RT) PCR (ein Teil der Ergebnisse wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von:
Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Simon, Max-Planck-Institut für Immunbiologie, Freiburg,
Deutschland).
Im Northernblot reagierten 32P-markierte, ZS7.A36-, ZS7.A66- und ZS7.A68- spezifische
DNS-Sonden im Gegensatz zur OspA-Kontrolle nicht mit elektrophoretisch aufgetrennter
RNS von in vitro kultivierten B. burgdorferi (ZS7), B. afzelii (MMS) und B. garinii (ZQ1),
obwohl eine Expression dieser Kandidaten in vivo (nachgewiesene Immunogenität in der
Maus und im Menschen) wahrscheinlich ist.
In der RT-PCR mit RNS von Kulturborrelien (B. burgdorferi ZS7) konnten Transkripte für
ZS7.A36 und ZS7.A66, nicht jedoch für ZS7.A68 nachgewiesen werden. Vergleichbare
Resultate wurden unter Verwendung eines Homogenisats aus Borrelien-infizierten Zecken
erhalten, mit dem Unterschied, daß hier auch ZS7.A68-spezifische RNS nachweisbar war.
Diese Ergebnisse scheinen zunächst im Widerspruch zu der vorgestellten Northernblot-
Analyse zu stehen. Allerdings ist die RT-PCR eine extrem sensitive Methode und wurde
für die vorliegende Analyse unter anderem durch die Verwendung von geschachtelten
Primern noch weiter optimiert, so daß sie den ultrasensitiven Nachweis von mRNS
ermöglicht. Es kann davon ausgegangen werden, daß die neuen Gene von Borrelien auch
unter in vitro-Bedingungen, sowie in der Zecke in sehr geringem Ausmaß transkribiert
werden und die wenigen, resultierenden mRNS-Kopien zwar in der RT-PCR, nicht aber im
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Northernblot nachgewiesen werden können. Eine Transkription von ZS7.A36 und
ZS7.A68 konnte im Herzmuskel von experimentell mit Borrelien infizierten C.B-17 SCID-
Mäusen gefunden werden. Transkripte sind nicht an Tag 7, jedoch deutlich an Tag 58 und
danach in zunehmendem Maße bis mindestens Tag 90 post inokulationem nachweisbar.
Die in dieser Studie identifizierten und charakterisierten Gene ZS7.A36, ZS7.A66 und
ZS7.A68 werden den hier vorgestellten Ergebnissen zufolge bei in vitro kultivierten
Borrelien nicht oder nur in sehr geringem Maße aktiviert, wogegen die Transkription von
ZS7.A36, ZS7.A68 und (in deutlich geringerem Ausmaß) ZS7.A66 schon zu einem frühen
Zeitpunkt im Gewebe infizierter Mäuse nachweisbar ist und über die Infektionsdauer
hinweg zunimmt. Diese Vakzin-Kandidaten sind somit weitere Beispiele dafür, daß sich
die Expressionsmuster von B. burgdorferi-Antigenen, wie beispielsweise OspC, p21 und
andere im Verlauf der frühen und möglicherweise auch der späteren Infektionsstadien
drastisch ändern (Montgomery, et al., 1996; Das, et al., 1997; Zhong, et al., 1999).
Die Expression der lp54-kodierten Oberflächenantigene könnte dadurch reguliert werden,
daß die Spirochäten ein ganz spezielles Antigen in einer ganz bestimmten Situation bzw.
Umgebung benötigen, oder aber mit der Strategie des Pathogens zusammenhängen, dem
Angriff des Wirts-Immunsystems zu entgehen. Obgleich der Mechanismus, welcher der
differentiellen Expression der Oberflächenantigene zugrunde liegt, noch nicht verstanden
ist, steht fest, daß Umgebungsfaktoren daran beteiligt sein müssen.
4. Herstellung monospezifischer Immunseren für Transferexperimente
Zur weiteren Charakterisierung wurden die neuen Borrelien-Antigene, als GST-
Fusionsproteine rekombinant hergestellt. Allen Fusionsproteinen fehlten die 16-25
Aminosäuren langen, hydrophoben Signalpeptide, welche bei der Umklonierung trunkiert
wurden, um die Gesamt-Hydrophobizität der Proteine zu verringern. Die Reinigung
erfolgte im Falle von ZS7.A36 (und dessen stammesspezifischen Allelen MMS.A36 und
ZQ.A36) über GST-Affinitätschromatographie und anschließenden Thrombinprotease-
Verdau. ZS7.A66 und ZS7.0323 wurden mit Hilfe der „Präp-Cell“-Apparatur (BioRad,
München, Germany) durch eine kontinuierliche Gelelektrophorese und fraktioniertes
Sammeln des Eluats aufgereinigt. Die Bandengrößen der gelelektrophoretisch
aufgetrennten und Coomassie-gefärbten, gereinigten Proteine entsprechen mit Ausnahme
von ZQ.A36 dem rechnerisch ermittelten Wert (Tab.3.6 und Abb.3.12). Letzteres zeigt
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zwar die erwartete 23 kD-Bande, zusätzlich jedoch zwei Unterbanden bei 16 kd und 8 kd,
welche vermutlich durch partielle Spaltung entstehen. Diese ließen sich auch durch
Variieren der Spaltbedingungen (Temperatur, Enzymkonzentration, Verdaudauer) nicht
vermeiden.
Durch Injektion der rekombinanten Proteine in BALB/c-Mäuse wurden spezifische
Immunseren gegen die neuen Antigene hergestellt (αZS7.A36 IS, αZS7.A66 IS,
αZS7.A68 IS). Deren Analyse im Western-Blot ergab, daß alle drei generierten
Immunseren reaktive Antikörper der entsprechenden Spezifitäten enthielten und keine
Kreuzreaktivität zeigten (Abb.3.13). Die zur weiteren Charakterisierung der
rekombinanten Proteine verwendeten Maus-Immunseren wurden durch Inokulation von
108 bzw. 103 (α108 IS, α103 IS) Erregern oder durch natürliche Infektion (via Zeckenstich
übertragene, infektiöse B. burgdorferi ZS7) induziert (αtick IS). Wie zu erwarten, enthielt
das α108 IS Antikörper mit Spezifitäten für ZS7.A36, ZS7.A66, ZS7.A68 und ZS7.0323,
wobei αZS7.A36-Immunglobuline am stärksten, αZS7.A68 am schwächsten reagierten
(schwache, aber im Originalblot gut sichtbare Bande). Dies läßt sich wahrscheinlich auf
Unterschiede in der Antikörpermenge oder/und deren Affinität zum Antigen zurückführen.
Dahingegen detektierte α103IS lediglich schwach ZS7.A36 und in αtick IS fehlten
ZS7.A36-, ZS7.A66- und ZS7.A68- spezifische Antikörper innerhalb der Nachweisgrenze
völlig. Aus den Westernblot-Analysen können folgende Schlußfolgerungen gezogen
werden:
(1) Das durch experimentelle Inokulation von 108 Borrelien/Maus gewonnene
Immunserum (α108 IS) ist in der Lage, alle neuen Antigene zu erkennen.
(2) Die mit Hilfe des α 108IS identifizierten und nach rekombinanter Herstellung
gewonnenen neuen, rekombinanten B. burgdorferi-Antigene sind in der Lage, nach
Injektion in immunkompetente Mäuse die Bildung spezifischer Antikörper zu induzieren.
(3) Die Expression/Immunogenität der neuen Antigene ist abhängig vom Modus der
Erregerübertragung, der Erregerdosis, der Zeit und vom Mikromilieu. Im Falle einer
natürlichen Infektion (via Zeckenstich) oder einer Inokulation von 103 Borrelien sind die
neuen Antigene im Gegensatz zu OspC (Schaible, et al., 1993a; Zhong, et al., 1999) nicht
oder nur sehr schwach immunogen. Da die Transkription der ZS7.A36-, ZS7.A66- und
ZS7.A68-Gene im Gewebe experimentell infizierter Mäuse (Nadelinokulation)
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nachgewiesen werden konnte (siehe 3.2), besteht die Möglichkeit, daß die Translation
ZS7.A36-, ZS7.A66- und ZS7.A68-spezifischer mRNS ganz oder teilweise ausbleibt, oder
die entsprechenden Proteine lediglich in suboptimalen Mengen gebildet werden und/oder
kaum immunogen wirken.
5. Diagnostisches Potential der neuen Borrelienantigene
Die heute gebräuchlichen Labortests zum serologischen Nachweis einer Borrelieninfektion
(ELISA oder Westernblot) basieren hauptsächlich auf Nativantigenen, z.T. aber auch auf
rekombinant hergestellten bzw. aufgereinigten Borrelienantigenen. Diagnostische Marker,
die z. B. eine Aussage über das aktuelle Stadium der Krankheit oder eine Verlaufskontrolle
nach Therapie ermöglichen, fehlen bislang jedoch.
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen, im Säugerwirt exprimierten (RT-PCR-
Analyse) neuen Antigene, wurden im Westernblot auf ihre Eignung als diagnostische
Marker überprüft. Seren von Patienten, die an unterschiedlichen Formen der Lyme-
Borreliose litten und Kontrollseren von gesunden Blutspendern wurden auf den neuen
Antigenen getestet. Die Resultate zeigten, daß ZS7.A66 und ZS7.A68 aufgrund des
Fehlens starker, spezifischer Signale und/oder einer hohen Hindergrundreaktivität mit den
Kontrollseren keinen diagnostischen Nutzen haben. Im Gegensatz dazu konnten in knapp
40% aller Patientenseren (64% bei Acrodermatitis chronica atrophicans, 30% bei
rheumatoider Arthritis und 25% bei Neuroborreliose) ZS7.A36-spezifische Antikörper
nachgewiesen werden, während nur ein Kontrollserum reagierte (2,4%). Etwas höhere
Erkennungsraten (überwiegend bei rheumatoider Arthritis, gefolgt von Acrodermatitis
chronica atrophicans und Neuroborreliose), allerdings auch eine stärkere
Hindergrundreaktivität wurden für ZS7.0323 ermittelt.
Entsprechend dieser Ergebnisse könnten sich ZS7.A36 und ZS7.0323 als zusätzliche
Marker für eine zuverlässigere Serodiagnose insbesondere der späteren Stadien einer
Lyme-Borreliose eignen. Die Antigene sind offensichtlich nicht zur Erkennung einer
frühen Infektion geeignet, da sie mit Seren von Erythema migrans-Patienten keine
spezifischen Signale zeigten. Des weiteren gehörten die ZS7.A36- und ZS7.0323-
spezifischen Antikörper dem IgG-Typ an, während keine Reaktion mit IgM-Antikörpern,
welche für das Frühstadium charakteristisch sind (Nadal, et al., 1989), nachgewiesen
werden konnte.
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Da eine im Rahmen der heutigen Möglichkeiten zuverlässige Serodiagnose der Lyme-
Borreliose nicht auf einzelnen Antigenen beruhen kann, sondern immer nur auf einem
ganzen Set diagnostisch sinnvoller Marker, ist die beobachtete Einzel-Erkennungsrate der
beiden neuen Antigene von etwa 40% durchaus akzeptabel. Ergänzend zu ZS7.A36
wurden die B. afzelii (MMS)- und B. garinii (ZQ1)- Allele kloniert und rekombinant
hergestellt (MMS.A36, ZQ.A36). Obwohl die drei Antigene auf Proteinebene nur zu etwa
70% übereinstimmen, existieren offensichtlich konservierte Bereiche immundominanter
Epitope (Abb.3.19).
Weitergehende Studien zur Einschätzung des diagnostischen Potentials der neuen Antigene
mit einem deutlich größeren Patientenkollektiv in unterschiedlichen, klinisch definierten
Krankheitsstadien werden derzeit in Zusammenarbeit mit Virotec (Rüsselsheim,
Deutschland) durchgeführt. Vorläufige Ergebnisse zeigen, daß MMS.A36 mit einem noch
höheren Prozentsatz an Patientenseren reagiert als ZS7.A36. Möglicherweise läßt sich die
Erkennungsrate durch gleichzeitige Verwendung aller drei stammesspezifischen Varianten
des Antigens noch deutlich steigern.
Die Probleme bei der serologischen Diagnostik der Lyme-Borreliose sind seit langem
bekannt. Speziell im frühen Stadium der Erkrankung kann der Serostatus trotz klinischer
Symptome negativ sein (Wilske, 1995). Die Existenz von drei unterschiedlichen,
humanpathogenen Borrelia-Genospezies in Europa, die sich in ihrem Serotyp
unterscheiden, kann die Serodiagnostik verfälschen, wenn nur Antigene eines Stammes
angeboten werden, kreuzreaktive Antikörper im Patientenserum können andererseits
falsch-positive Ergebnisse erzeugen. Zurück liegende Studien haben gezeigt, daß im
Frühstadium der Lyme-Borreliose starke, spezifische T-Zell-Antworten auftreten können,
die auch bei seronegativen Patienten nachweisbar sind (Buechner, et al., 1995; Yoshinari,
et al., 1991; Dattwyler, et al., 1988). In diesem Zusammenhang wurden Untersuchungen
mit T-Zell-Klonen oder T-Zell-Linien von Borreliose-Patienten und unter Verwendung
von B. burgdorferi-Sonikaten oder intakten Spirochäten zur Stimulation der T-Zellen,
durchgeführt. In diesen Arbeiten wurden gewöhnlich hohe Proliferationsantworten sowohl
mit T-Zellen von Borreliose-Patienten als auch gesunden Spendern gefunden (Roessner, et
al., 1994; Zoschke, et al., 1991). Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen wurde in einer
Studie in unserem Labor die T-Zell-Reaktivität gegen einzelne, rekombinante B.
burgdorferi-Proteine analysiert, die darüber hinaus von autologen dendritischen Zellen
präsentiert wurden. Es konnte ein diagnostischer T-Zell-Proliferationstest entwickelt
werden, der bei einer großen Zahl von Lyme-Borreliose Patienten zu einer positiven
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Reaktion führte, während gesunde Spender kaum erhöhte Proliferationswerte aufwiesen
(Bauer, et al., 2001; Bauer, 1999).
Ergänzend zu diagnostischen, serologischen Untersuchungen mit den neuen B .
burgdorferi-Antigenen wurden mit dem ZS7.A36-Antigen auch Proliferationstests mit T-
Zellen von Borreliose-Patienten im autologen System durchgeführt. Während ZS7.A36 die
T-Zellen gesunder Blutspender nicht stimulierte, lag die Proliferation bei 4 von 5 Patienten
mit Lyme-Arthritis in Gegenwart von ZS7.A36 um mindestens Faktor 5 höher als bei der
Kontrolle (Abb.3.18). Dieser Effekt trat nur bei Patienten mit Lyme-Arthritis auf. Ob
ZS7.A36 als diagnostisches T-Zell-Antigen relevant ist, bedarf weiterer Untersuchungen.
6. Liganden der neuen Antigene
Die natürliche biologische Funktion der neuen Antigene und ihre Liganden sind bisher
unbekannt. Dies trifft allerdings auch auf die meisten bereits charakterisierten
Borrelienantigene zu. Es ist oftmals nur durch eine „Zufallsentdeckung“ möglich, einem
bislang unbekannten Protein eine bestimmte Funktion oder seinen Liganden zuzuordnen.
Allgemein darf spekuliert werden, daß ZS7.A36 und seinen stammesspezifischen Allelen,
sowie ZS7.A66 und ZS7.A68 aufgrund ihrer Kolokalisation mit anderen,
infektionsassoziierten Antigenen (siehe 2) und des starken Polymorphismus innerhalb der
verschiedenen, humanpathogenen B. burgdorferi sensu lato Genospezies eine Funktion bei
der Pathogenese der Lyme-Borreliose und/oder der Immunevasion der Erreger zukommt.
In ersten Experimenten wurden Hinweise auf einen Liganden für das Antigen ZS7.A68
gefunden. Demnach handelt es sich bei ZS7.A68 um ein Faktor H/FHL-1 (Factor H-like
Protein 1/reconectin) bindendes Protein (siehe I.4.3). Faktor H/FHL befinden sich im
Serum (Kofaktor von Faktor I) und kontrollieren inhibitorisch das Komplementsystem. B.
burgdorferi ist offensichtlich u. a. über das ZS7.A68-Oberflächenantigen ebenfalls in der
Lage, diese Faktoren zu binden und somit dem Angriff des Komplementsystems zu
entgehen (Kraiczy, et al., 2001a). Wie aus Abbildung 3.21 deutlich hervorgeht, bindet
rekombinantes ZS7.A68, nicht jedoch ZS7.A36, MMS.A36, ZQ.A36, ZS7.A66 und
ZS7.0323, spezifisch an Faktor H bzw. FHL-1. Ob diese Moleküle auch auf der
Borrelienoberfläche funktionell aktiv sind, muß noch getestet werden. Bislang wurden bei
B. burgdorferi sensu lato mehrere solcher als CRASP (complement regulators-acquiring
surface proteins) bezeichneten Faktor-Bindeproteine gefunden. Hellwage et al. beschreiben
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in ihrer Studie auch OspE als Faktor H-bindendes Protein (Lam, et al., 1994; Hellwage, et
al., 2001).
Interessanterweise ist das Faktor H-bindende Protein ZS7.A68 zugleich das neue B.
burgdorferi-Antigen mit dem größten protektiven Potential (siehe 7.2; kompletter Schutz
mit steriler Immunität bei SCID-Mäusen).
7. Prophylaktische und therapeutische Vakzinierung
Neben der in den USA bereits etablierten, auf OspA basierenden prophylaktischen
Vakzinierung (Schaible, et al., 1990b; Simon, et al., 1991a) fehlt eine therapeutische
Vakzine gegen die Lyme-Borreliose. Diese würde eine sinnvolle Alternative zur
derzeitigen Antibiotikatherapie darstellen. Letztere ist zwar prinzipiell in jedem
Krankheitsstadium möglich (Steere, et al., 1980; Dattwyler und Luft, 1989), führt jedoch in
der Praxis, insbesondere in der chronischen Phase, oft nicht zur vollständigen Beseitigung
der Erkrankung.
Gegen B. burgdorferi gerichtete Antikörper, die im Zuge einer natürlichen Infektion von
Mäusen gebildet werden, verhindern oftmals die Krankheit, sind jedoch nicht in der Lage,
die Spirochäten zu eliminieren (Schwan, et al., 1989; Gern, et al., 1993b; Schaible, et al.,
1993a; Schaible, et al., 1993b; Kurtenbach, et al., 1994). Unter dem Selektionsdruck des
Immunsystems können Spirochäten offensichtlich verschiedene Escape-Mechanismen
nutzen. Dennoch konnte gezeigt werden, daß eine bestehende Infektion bei experimentell
infizierten Mäusen nach Gabe von αOspC-Immunserum kontrolliert werden kann (Zhong,
et al., 1997). Dies könnte bedeuten, daß eine Eliminierung der Spirochäten durch effektive
und zeitlich abgestimmte Antikörperantworten möglich wäre. Weiterhin konnte gezeigt
werden, daß Antikörper gegen OspC, welches - ähnlich wie ZS7.A36 und ZS7.A68, aber
im Gegensatz zu OspA - zumindest zeitweise im Säugetier exprimiert wird (Montgomery,
et al., 1996; Zhong, et al., 1999), in der Lage sind, in ausreichend hoher Konzentration eine
Borrelieninfektion zu verhindern und zu therapieren. Der therapeutische Erfolg tritt jedoch
nur bei der passiven, nicht bei einer aktiven Immunisierung auf, obwohl OspC-spezifische
Antikörper gebildet werden (Zhong, et al., 1997; Zhong, et al., 1999). Das deutet darauf
hin, daß nicht nur die Spezifität der Antikörper, sondern vor allem ihre protektiven
Eigenschaften für einen Schutz gegen Infektion und Krankheit verantwortlich sind.
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7.1 Prophylaktische und therapeutische Wirkung von Maus-α108IS
Vorversuche hatten ergeben, daß ein gegen 108 infektiöse Borrelien (B. burgdorferi ZS7)
generiertes Maus-Immunserum vor nachfolgender, experimenteller Infektion mit 103
Erregern schützte. Darüber hinaus war es in der Lage, bereits etablierte
Krankheitssymptome bei SCID-/SCID bg - Mäusen zu beseitigen und die Pathogene zu
eliminieren (Tab.3.7). Es wurde nun getestet, ob die neuen Antigene, die im Rahmen eines
Library-Screenings identifiziert wurden, in der Lage sind, die Bildung von prophylaktisch
oder/und therapeutisch wirksamen Immunseren in der Maus und dem Kaninchen zu
induzieren.
7.2 Testung des prophylaktischen Potentials von Immunseren mit Spezifität für
ZS7.A36, ZS7.A66 und ZS7.A68
Der passive Transfer von Maus-αZS7.A36 IS und αZS7.A68 IS, nicht jedoch von
αZS7.A66 IS, schützte SCID-Mäuse vor einer nachfolgenden, experimentellen (103 B.
burgdorferi) Borrelieninfektion (Tab.3.8). Dasselbe gilt für einen gegen OspA gerichteten,
monoklonalen Antikörper (Positivkontrolle). Während sich im Falle von ZS7.A36 bei zwei
von drei Mäusen am Tag 48 (nicht jedoch bis Tag 26) nach Borrelieninokulation leichte
Anzeichen einer klinischen Arthritis einstellten und Erreger in der Ohrbiopsie nachweisbar
waren, vermittelte ZS7.A68 eine vollständige Protektion mit steriler Immunität.
Die Ergebnisse der Protektionsexperimente sind mit jenen der RT-PCR, sowie der
Lightcycler-Analyse übereinstimmend und belegen, daß jene Antigene Schutz vermitteln
können, die kurz nach Infektionsbeginn auch im Gewebe infizierter Mäuse am stärksten
transkribiert werden (ZS7.A36 und ZS7.A68, nicht jedoch ZS7.A66). Ihre Expression muß
demnach ausreichen, um als Zielstrukturen für funktionelle Antikörper fungieren zu
können. Es ist anzunehmen, daß die Schutz-vermittelnden neuen Antigene auf der äußeren
Membran der Spirochäten exprimiert werden. Weitere Studien sind notwendig, um die
exakte, subzelluläre Lokalisierung der Proteine zu definieren.
Die eingeschränkten protektiven Eigenschaften des αZS7.A36 IS sind wahrscheinlich auf
Dosisprobleme zurückzuführen. Beispielsweise vermittelte der auf OspA basierende
Impfstoff in einer ersten klinischen Studie zu ≥80% Schutz. Bei einer nachfolgenden
Untersuchung an Kindern stieg die Schutz-vermittelnde Wirkung auf nahezu 100%, was
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auf höhere Antikörpertiter aufgrund der größeren verabreichten Antigen-Menge
zurückzuführen war. Weitere Experimente müssen zeigen, ob der Transfer einer größeren
Dosis des protektiven Serums auf die SCID-Mäuse auch bei diesem Vakzinkandidaten eine
vollständige Protektion/sterile Immunität ermöglicht. Das fehlende Schutz-vermittelnde
Potential von ZS7.A66 läßt sich durch die sehr schwache Transkription des entsprechenden
Gens im Gewebe infizierter Mäuse erklären (siehe 3).
Die Verwendung von Kaninchen IS anstelle von Maus IS führte zu ähnlichen Ergebnissen.
αZS7.A36 IS vermittelte wiederum eine Teilprotektion (deutlich verzögerte Arthritis mit
positiver Ohrkultur bei einer von drei Mäusen), αZS7.A68 einen vollständigen Schutz mit
steriler Immunität. Letzteres gilt auch für die Positivkontrolle OspC.
7.3 Testung des therapeutischen Potentials von Kaninchen-Immunseren (αZS7.A36
IS, αZS7.A66 IS und αZS7.A68 IS) bei experimentell infizierten SCID-Mäusen
Das protektive Potential der beiden neuen Antigene ZS7.A36 und ZS7.A68 und ihre
Expression in vivo machten sie prinzipiell zu hoffnungsvollen Kandidaten für eine
therapeutische Vakzinierung. Bei Untersuchungen zur passiven Immunisierung zeichnete
sich jedoch nur ein partieller und nicht dem OspC vergleichbarer therapeutischer Effekt ab.
Nur jeweils eine von vier experimentell infizierten Mäusen zeigte nach viermaliger
therapeutischer Anwendung von Kaninchen αZS7.A36/A66/A68 IS keine Anzeichen einer
klinischen Arthritis. Dies unterscheidet sich nicht von der Negativkontrolle. Allerdings
führte die therapeutische Gabe von αZS7.A36 IS zu einem verspäteten Einsetzen der
Symptomatik: Während an Tag 42 nach Infektionsbeginn eine Arthritis nur bei einem von
fünf αZS7.A36 IS - behandelten Tieren auftrat, lag die Erkrankungsfrequenz in der
Kontrollgruppe (Transfer von Normal-Kaninchenserum) bereits an Tag 35 post
infektionem bei 5/5 (Tab.3.11). Dies trifft offenbar nur auf einen frühzeitigen
Therapiebeginn zu und läßt sich bei Therapieeinsatz an Tag 38 bzw. Tag 59 nach
Infektionsbeginn nicht mehr reproduzieren (Tab.3.12 und 3.13).
Die Abweichungen zwischen dem therapeutischen und dem prophylaktischen Potential
von ZS7.A36 und ZS7.A68 lassen sich möglicherweise dadurch erklären, daß deren
Expression mit zunehmender Infektionsdauer abnimmt, oder daß die Erreger infolge des
veränderten Mikromilieus andere Proteine exprimieren. Wahrscheinlich sind für eine
erfolgreiche therapeutische Anwendung auch wesentlich höhere, in den vorliegenden
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Experimenten nicht erreichte Antikörpertiter notwendig, als für eine Prophylaxe. Weiterhin
muß berücksichtigt werden, daß alle Experimente zur Testung des therapeutischen
Potentials der neuen Antigene mit Kaninchen-Immunseren anstelle von Mausseren
durchgeführt wurden. Dies bietet zwar große Vorteile hinsichtlich der Verfügbarkeit,
allerdings zeigte sich bereits in früheren Experimenten, daß derselbe prophylaktische bzw.
therapeutische Erfolg in der Maus unter Verwendung von Kaninchenseren nur mit deutlich
höheren Antikörpertitern erreicht werden kann, als bei einer Serenapplikation aus
derselben Spezies. Dies wird auch in den OspC-Positivkontrollen bei Protektion (38 µg
Kaninchen OspC versus 10 µg Maus OspC, Tab.3.9) und Therapie (1800 µg Kaninchen
OspC versus 30 µg Maus OspC, Tab.3.11) deutlich.
Mit Hilfe der RT-PCR konnte im Herzmuskelgewebe Borrelien-infizierter SCID-Mäuse
die Transkription der neuen Antigene nachgewiesen werden. Dies schließt nicht aus, daß
unter den gewählten Versuchsbedingungen infolge schwacher Translation oder/und kurzer
Halbwertszeit der Transkripte, nur geringe Proteinmengen exprimiert werden, die für eine
effektive Interaktion mit therapeutisch aktiven Antikörpern nicht ausreichen.
Alle in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente zu Protektion und Therapie
erfolgten an SCID-Mäusen. In vivo-Studien an solchen immundefizienten, sowie an
immunkompetenten Mäusen haben gezeigt, daß die Pathogenese von B. burgdorferi auch
von dem genetischen Hintergrund des verwendeten Tiermodells abhängt (Barthold, et al.,
1990; Schaible, et al., 1989). In nachfolgenden Untersuchungen sollte deshalb das
prophylaktische und therapeutische Potential neuer Antigene stets in immunkompetenten
Mäusen nach einer natürlichen Infektion (Zeckenstich) getestet werden. Die komplexen
Wechselwirkungen der einzelnen Komponenten beim Transfer von αZS.A36/αZS7.A68 IS
im voll funktionsfähigen Immunsystem sind kaum vorhersehbar.
7.4 Prophylaktisches Potential der neuen Antigene bei natürlicher Infektion
(Zeckenstich) von SCID-Mäusen
Der prophylaktische Effekt von αZS7.A36 IS und αZS7.A68 IS gegenüber einer
experimentellen Borrelieninfektion in SCID-Mäusen konnte nachgewiesen werden (siehe
7.2). Nun wurde das Schutz-vermittelnde Potential für eine natürliche Infektion (via
Zeckenstich) untersucht. Dies erforderte einen hohen experimentellen Aufwand und die
Verfügbarkeit von Borrelien (ZS7) -infizierten Zecken. Diese wurden freundlicherweise
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von Frau Prof. Dr. Lise Gern (Neuchatel, Schweiz) zur Verfügung gestellt. Die
prophylaktische Wirkung von αZS7.A36 IS und αZS7.A68 IS bestätigte sich bei Infektion
über Zeckenstiche nicht. Lediglich eine von vier mit αZS7.A68 IS behandelten Mäusen
entwickelte keine Arthritis und zeigte eine negative Ohrbiopsie (Tab.3.10). Der Erfolg
einer Prophylaxe ist offensichtlich vom Infektionsmodus abhängig, der wiederum über die
Zusammensetzung und Menge der vom Erreger zu Beginn der Infektion exprimierten
Oberflächenantigene entscheidet. Da die Versuche mit Kaninchenserum durchgeführt
wurden, gilt auch hier das unter 7.3 bezüglich der unterschiedlichen Effektivität (Dosis)
der Seren Erörterte. Möglicherweise sind die injizierten Kaninchenantikörper in den
Empfängermäusen deshalb nicht protektiv, weil ihr Isotyp oder ihre Spezifität ungeeignet
ist oder sie in zu geringer Dosis bzw. nicht zum optimalen Zeitpunkt appliziert werden. Als
Positivkontrolle diente ein vollständigen Schutz und sterile Immunität vermittelndes
BALB/c-αOspC/GST Immunserum. Möglicherweise ließe sich unter Verwendung von
Mausseren mit einem höheren spezifischen Antikörpertiter prophylaktisch eine natürliche
Infektion verhindern, wie dies bei der experimentellen Infektion mit dem αZS7.A36 IS
und αZS7.A68 IS gezeigt werden konnte. Es muß weiterhin berücksichtigt werden, daß in
experimentellen Systemen wie der vorliegenden Studie, immer nur einzelne Immunseren
innerhalb eines definierten Zeitfensters untersucht werden. Die tatsächlich bei einer
Borrelieninfektion ablaufenden, immunologischen Vorgänge sind weitaus komplexer. Es
wäre beispielsweise denkbar, daß die protektive/therapeutische Wirkung des α108IS durch
Wechselwirkungen von Antikörpern unterschiedlicher Spezifität und unterschiedlicher
Isotypen zu verschiedenen Zeitpunkten zustande kommt. Möglicherweise wäre die
Injektion von αZS7.A36 IS und αZS7.A68 IS auch bei einer Zecken-induzierten Infektion
protektiv, wenn die Serenentnahme bei den Spendertieren zu einem anderen Zeitpunkt
erfolgte, eine höhere Dosis spezifischer Antikörper übertragen würde, oder die Seren
vorwiegend Antikörper spezieller Isotypen (und damit bestimmter biologischer
Funktionen) enthielten.
Die Ergebnisse einer Studie von Ohnishi und Mitarbeitern liefern ähnliche Erklärungen für
das unterschiedliche protektive Potential von Immunseren gegenüber einer experimentellen
bzw. einer natürlichen Borrelieninfektion (Ohnishi, et al., 2001). Lange Zeit wurde in
einem vereinfachten Modell davon ausgegangen, daß Borrelien im Darm von nicht Blut-
saugenden Zecken nahezu ausschließlich OspA exprimieren, während durch die
Blutmahlzeit ein Wechsel zur OspC-Expression, die Einwanderung OspC-positiver
Spirochäten in die Speicheldrüse und eine anschließende Erregerübertragung auf den
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Säuger-Wirt erfolgt. Die oben genannte Untersuchung ergab, daß die Erregerübertragung
wesentlich komplexer ist als bisher angenommen. Die Daten zeigen, daß Borrelien im
Darm nicht saugender Zecken nahezu ausschließlich OspA exprimieren (85%) und kaum
genetische Heterogenität z. B. der VlsE-Expression aufweisen. OspA ist ein Adhäsin, das
selektiv an die Epithelzellen des Zeckendarmes bindet (Pal, et al., 2000). Während der
Blutmahlzeit beginnen viele Spirochäten, OspC zu exprimieren (48 Stunden nach Beginn
des Saugaktes: 50% OspA/OspC-Doppelpositive), was zur Besiedlung des Zeckendarmes
mit einer - bezüglich der OspA/OspC-Produktion (und der VlsE-Expression) - heterogenen
Erregerpopulation führt. Das von den Autoren entwickelte Modell geht davon aus, daß eine
stabile Erregerübertragung auf den Wirt, die frühestens 53 Stunden nach Beginn der
Blutmahlzeit beobachtet werden konnte, erst dann möglich ist, wenn viele Bakterien, die
ausschließlich OspC exprimieren, den Darm der Zecke verlassen und in die Speicheldrüse
einwandern. Die Haupt-Borrelien-Population in der Speicheldrüse von Zecken, die
ausreichend lange saugten, um Erreger zu übertragen, exprimierte kein OspA oder OspC
(ca. 80%). Offenbar reicht eine kleine OspC-exprimierende Bakterienpopulation aus, um
die Bildung der im Frühstadium der Infektion regelmäßig nachweisbaren OspC-Antikörper
zu induzieren.
Zusammenfassend zeigt die Studie von Ohnishi et al., daß Borrelien im Darm von Zecken
zunächst eine recht homogene Population darstellen, vergleichbar den Kulturborrelien, die
zur experimentellen Infektion von Versuchstieren verwendet werden. Dagegen ist die via
Zeckenstich auf den Wirt übertragene Erregerpopulation sehr heterogen. Dies konnte von
den Autoren für OspA/OspC und auf genetischer Ebene für den VlsE-Locus (durch
vermehrte Rekombinationsereignisse oder bevorzugte Amplifikation seltener VlsE-Allele
während der Blutmahlzeit) nachgewiesen werden.
Das Genom von B. burgdorferi enthält knapp 150 Gene, die für Lipoproteine kodieren.
Unter der Annahme, daß viele davon - ähnlich wie OspA/C und VlsE differentiell
exprimiert werden, ergibt sich eine extrem ausgeprägte Heterogenität, die es einigen
Bakterien ermöglichen könnte, der Bindung von Antikörpern zu entgehen und eine
Infektion zu induzieren. Dies könnte die zuvor bereits beschriebene (de Silva, et al., 1998)
und in der vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtete Tatsache erklären, daß via
Zeckenstich übertragene B. burgdorferi einer Immunantwort eher entgehen können, als in
Kultur gewachsene Organismen. Die von Ohnishi et al. publizierten Daten und die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daß es notwendig ist, Vakzin-Kandidaten an
über Zeckenstich infizierten Mäusen zu testen. Die Entwicklung einer alternativen
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Vakzine, die nicht, wie Lymerix, im Darm infizierter Zecken wirkt, dürfte nach den
vorliegenden Erkenntnissen äußerst schwierig, wenn nicht sogar unmöglich sein. Sie
müßte sich auf Antigene konzentrieren, die von allen auf den Wirt übertragenen
Spirochäten permanent exprimiert werden und für Antikörper zugänglich sind.
Unter dem Selektionsdruck des Immunsystems des Säugerwirtes nimmt die Heterogenität
der Pathogene mit großer Wahrscheinlichkeit noch weiter zu (z.B. Rekombination bei
VlsE- und OspE- verwandten Genen während der Infektion von Mäusen; Sung, et al.,
1998; Zhang, et al., 1997). Angesichts der starken Heterogenität der übertragenen
Spirochäten und des ständigen Selektionsdrucks durch das wirtseigene Immunsystem ist es
sehr wahrscheinlich, daß immer wieder Erregerphänotypen entstehen, die der gewählten
Vakzinierungsstrategie entgehen. Dies erklärt die Tatsache, daß bislang trotz intensiver
Bemühungen kaum therapeutische Vakzine existieren, deren Wirkung auf einer
Eliminierung der Erreger beruht.
8. Ausblicke für zukünftige Studien
Trotz großer Fortschritte bei der Erforschung der molekularen Mechanismen der Lyme-
Borreliose existieren auch heute noch beachtliche Wissenslücken, insbesondere was die
Pathophysiologie der Wirt-Erreger-Interaktion und die Mechanismen der Erregerpersistenz
anbelangt. Gegenwärtiges Ziel der Lyme-Borreliose-Forschung ist es, diese Lücken zu
schließen und damit u.a. die Entwicklung eines Impfstoffes auch für Europa zu
ermöglichen. Weitere experimentelle Arbeiten zur Pathogenese der Lyme-Borreliose und
zu den molekularen Grundlagen der Erreger-Wirt Interaktion sind notwendig. Insbesondere
sollten die Escape-Mechanismen der Borrelien detailliert analysiert werden. Ein Beispiel
ist die Identifizierung der Liganden des in der vorliegenden Arbeit beschriebenen B.
burgdorferi-Antigens ZS7.A68 in Form der Komplement-Kontrollfaktoren H und FHL-1.
Die biologische Rolle dieser Rezeptor-Liganden bei der Persistenz des Erregers im Wirt
wird Gegenstand weiterer Studien sein.
Die Entwicklung eines Impfstoffes für Europa könnte durch die Identifizierung und
Charakterisierung neuer Spirochätenantigene mit protektivem Potential ermöglicht werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Ziel mit Hilfe eines immunologischen Ansatzes
(Library-Screening mit α108 IS) verfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur ein Teil der
neu identifizierten Kandidaten genauer charakterisiert werden. Daten neuerer Studien
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(Ohnishi, et al., 2001) deuten jedoch darauf hin, daß es offensichtlich schwierig, wenn
nicht sogar unmöglich sein könnte, Impfstoff-Strategien auf der Basis von B. burgdorferi-
Oberflächenantigenen zu entwickeln. Es ist zu erwarten, daß der Erreger unter dem Druck
einer starken Immunreaktion des Wirtes Varianten erzeugen kann, die sich der humoralen
Immunantwort entziehen. Zukünftige Studien mit anderen Zielstrukturen, wie zum
Beispiel Signaltransduktionsmoleküle, Enzyme oder Strukturproteine könnten interessante
Alternativen liefern.
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V. Zusammenfassung
Schätzungen zufolge erkranken alleine in Deutschland jährlich 40.000-80.000 Menschen
an Lyme-Borreliose, einer durch Zeckenstich übertragenen Infektionskrankheit. Die 1982
von Willi Burgdorfer als Erreger identifizierten Spirochäten werden heute zum Borrelia
burgdorferi sensu lato-Komplex zusammengefaßt. Es handelt sich um eine heterogene
Gruppe, die mehrere Genospezies (z.B. B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii)
vereint. Die Diversität der Erreger und ihre effektiven Mechanismen bei der
Immunevasion, der Pathogenese und der Erregerpersistenz erschweren die Diagnose und
bereiten große Probleme bei der Entwicklung eines Impfstoffes. Trotz intensiver
Forschung fehlt bislang ein allgemein akzeptierter Diagnose-Standard und ein Impfstoff
für den europäischen Markt. Eine therapeutische Vakzinierung als Alternative zu der im
Spätstadium oft unzureichend wirksamen Antibiotikatherapie ist nicht in Sicht. Die
Identifizierung neuer, in vivo exprimierter Antigene mit diagnostischem und/oder Schutz-
vermittelndem Potential könnte zur Verbesserung der momentanen Situation beitragen.
In der vorliegenden Arbeit wurden vier neue Borrelienantigene charakterisiert (ZS7.A36,
ZS7.A66, ZS7.A68 und ZS7.0323), die mit Hilfe eines protektiven Maus-Immunserums
identifiziert worden waren. Zwei der neu beschriebenen Proteine (ZS7.A36 sowie
ZS7.0323) eignen sich als zusätzliche Marker für die Serodiagnose einer Lyme-Borreliose.
ZS7.A36 stimuliert in vitro spezifisch die T-Zell-Proliferation bei Patienten mit Lyme-
Arthritis.
Die vorliegende Studie zur Impfstoff-Entwicklung ergab, daß die beiden Antigene
ZS7.A36 und ZS7.A68 protektives Potential besitzen. Transkripte der beiden Gene sind im
Gewebe B. burgdorferi-infizierter Mäuse nachweisbar. Während ZS7.A36 einen partiellen
Schutz vor einer Nadelinfektion mit 103 Erregern vermittelte, führte ZS7.A68 bei SCID-
Mäusen unter diesen Bedingungen zur vollständigen Protektion mit steriler Immunität. Die
meisten bisherigen Untersuchungen wurden an SCID-Mäusen nach experimenteller
Infektion (Nadelinokulation) durchgeführt. Die so gewonnenen Ergebnisse ließen sich
selten auf eine Zecken-vermittelte Infektion übertragen (z. B. differentielle Expression von
OspA, OspC, VlsE und OspE- verwandten Genen (Ohnishi, et al., 2001; Sung, et al., 1998;
Zhang, et al., 1997)). Auch die protektive Wirkung der B. burgdorferi-Antigene ZS7.A36
und ZS7.A68 bestätigte sich nicht bei einer durch Zeckenstich induzierten natürlichen
Infektion der SCID-Mäuse.
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Schließlich konnte ein Ligand (Komplement-Kontrollfaktor H und FHL-1) für eines der
neu identifizierten B. burgdorferi-Antigene (ZS7.A68) ermittelt und somit ein Beitrag zur
Aufklärung von Immunevasions-Mechanismen der Erreger in zukünftigen Studien geleistet
werden.
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VII. Anhang
Sequenzen der neuen Gene.
ZS7.A36
                 10                  30                  50
                  .         .         .         .         .         .
         ATGCAAAGGATAAGTATTTTATTAATGTTATTGGCGGTGTTTTCTTGTAAGCAGTTTGGC
      1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         TACGTTTCCTATTCATAAAATAATTACAATAACCGCCACAAAAGAACATTCGTCAAACCG
         M  Q  R  I  S  I  L  L  M  L  L  A  V  F  S  C  K  Q  F  G
                 70                  90                 110
                  .         .         .         .         .         .
         GATGTTAAATCGCTTACAGAAATTGATTCTGGGAATGGCATCCCTCTTGTTGTTAGCGAT
     61  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         CTACAATTTAGCGAATGTCTTTAACTAAGACCCTTACCGTAGGGAGAACAACAATCGCTA
         D  V  K  S  L  T  E  I  D  S  G  N  G  I  P  L  V  V  S  D
                130                 150                 170
                  .         .         .         .         .         .
         GTAGTTAAGGATTTGATTCCCAAAGAGATTTCTTTAACTCCCGAAGAAGCTGAAAAGCTA
    121  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         CATCAATTCCTAAACTAAGGGTTTCTCTAAAGAAATTGAGGGCTTCTTCGACTTTTCGAT
         V  V  K  D  L  I  P  K  E  I  S  L  T  P  E  E  A  E  K  L
                190                 210                 230
                  .         .         .         .         .         .
         GAGTCTTTAAAAGTCTTTTTAAAAGATGCAATGAGTGTTAATGGTAGAGAAGAAGCTTTA
    181  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         CTCAGAAATTTTCAGAAAAATTTTCTACGTTACTCACAATTACCATCTCTTCTTCGAAAT
         E  S  L  K  V  F  L  K  D  A  M  S  V  N  G  R  E  E  A  L
                250                 270                 290
                  .         .         .         .         .         .
         AAAGCTGAGTACGAAAAATCTTATAAAGAATTTTTTGATTGGCTTTCTAAGGATGTTAAC
    241  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         TTTCGACTCATGCTTTTTAGAATATTTCTTAAAAAACTAACCGAAAGATTCCTACAATTG
         K  A  E  Y  E  K  S  Y  K  E  F  F  D  W  L  S  K  D  V  N
                310                 330                 350
                  .         .         .         .         .         .
         AGACAAAAAGAATTTATAAGCTCTTTTGACAATATTTCTAGCATTGTTTCTAAAGCAGTA
    301  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         TCTGTTTTTCTTAAATATTCGAGAAAACTGTTATAAAGATCGTAACAAAGATTTCGTCAT
         R  Q  K  E  F  I  S  S  F  D  N  I  S  S  I  V  S  K  A  V
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                370                 390                 410
                  .         .         .         .         .         .
         GATGCAAGCAAAAAGCGACGCCCCACTGAGCAACAATCTTTAGGCTTTAAAGAATATGTT
    361  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         CTACGTTCGTTTTTCGCTGCGGGGTGACTCGTTGTTAGAAATCCGAAATTTCTTATACAA
         D  A  S  K  K  R  R  P  T  E  Q  Q  S  L  G  F  K  E  Y  V
                430                 450                 470
                  .         .         .         .         .         .
         TGCTATAAAATTAAAAATAGCAAAGGGGAGGCTTTAAGTTTATTTTTCCAAAAGGTAGTT
    421  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         ACGATATTTTAATTTTTATCGTTTCCCCTCCGAAATTCAAATAAAAAGGTTTTCCATCAA
         C  Y  K  I  K  N  S  K  G  E  A  L  S  L  F  F  Q  K  V  V
                490                 510                 530
                  .         .         .         .         .         .
         GATGCATTTGGTGCTGATCCTTACAAAAAAGATAATGATGAGAGTGTTCAAAAACCTGTA
    481  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         CTACGTAAACCACGACTAGGAATGTTTTTTCTATTACTACTCTCACAAGTTTTTGGACAT
         D  A  F  G  A  D  P  Y  K  K  D  N  D  E  S  V  Q  K  P  V
                550                 570                 590
                  .         .         .         .         .         .
         AAATGCAATGAAGAGATTTTTAAAGTAATTAAAAAAGTGCTTACTGAAAGCGAGAGTAAC
    541  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         TTTACGTTACTTCTCTAAAAATTTCATTAATTTTTTCACGAATGACTTTCGCTCTCATTG
         K  C  N  E  E  I  F  K  V  I  K  K  V  L  T  E  S  E  S  N
                610                 630
                  .         .         .
         AACGAATTGAAAAATTTGAAAAATTATGGAAATGTTTAA
    601  ---------+---------+---------+--------- 639
         TTGCTTAACTTTTTAAACTTTTTAATACCTTTACAAATT
         N  E  L  K  N  L  K  N  Y  G  N  V  *
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MMS.A36
                 10                  30                  50
                  .         .         .         .         .         .
         ATGAAAGGAATAAGTATTTTATCATTACTATTATTGGCATTTTCTTGCAAACAATATGGT
      1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         TACTTTCCTTATTCATAAAATAGTAATGATAATAACCGTAAAAGAACGTTTGTTATACCA
         M  K  G  I  S  I  L  S  L  L  L  L  A  F  S  C  K  Q  Y  G
                 70                  90                 110
                  .         .         .         .         .         .
         AGTGTTAAGGCACTCACAGAAATTGCTTCTGATTCTGGAGATAATAATTCACTTGTCGTT
     61  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         TCACAATTCCGTGAGTGTCTTTAACGAAGACTAAGACCTCTATTATTAAGTGAACAGCAA
         S  V  K  A  L  T  E  I  A  S  D  S  G  D  N  N  S  L  V  V
                130                 150                 170
                  .         .         .         .         .         .
         AGTGATAATTTAGCGGCTAAAGAGCTGATTGCCGAAAAAGGGCCTACTTTAACATCACAG
    121  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         TCACTATTAAATCGCCGATTTCTCGACTAACGGCTTTTTCCCGGATGAAATTGTAGTGTC
         S  D  N  L  A  A  K  E  L  I  A  E  K  G  P  T  L  T  S  Q
                190                 210                 230
                  .         .         .         .         .         .
         GAATCTGAAAGATTAGAGGCTTTAAAAACCTTTTTAAAAGACGCAATGGGTGTTAATGGT
    181  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         CTTAGACTTTCTAATCTCCGAAATTTTTGGAAAAATTTTCTGCGTTACCCACAATTACCA
         E  S  E  R  L  E  A  L  K  T  F  L  K  D  A  M  G  V  N  G
                250                 270                 290
                  .         .         .         .         .         .
         AAAACAGGCGATACAAAAGCCGAGTACGACAAATCTTATAAAGAATTTTTTGATTGGCTT
    241  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         TTTTGTCCGCTATGTTTTCGGCTCATGCTGTTTAGAATATTTCTTAAAAAACTAACCGAA
         K  T  G  D  T  K  A  E  Y  D  K  S  Y  K  E  F  F  D  W  L
                310                 330                 350
                  .         .         .         .         .         .
         TCTAAGGATGTTAACAAACAAAAAGAGTTTGTAAGTTGTTTTAACAATATTTGTGGCATT
    301  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         AGATTCCTACAATTGTTTGTTTTTCTCAAACATTCAACAAAATTGTTATAAACACCGTAA
         S  K  D  V  N  K  Q  K  E  F  V  S  C  F  N  N  I  C  G  I
                370                 390                 410
                  .         .         .         .         .         .
         GTTACTAAAGCAGTAGATGCAAGCAAGCAAAGGTATAAGGGCAATCAACAATCCTTAGGT
    361  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         CAATGATTTCGTCATCTACGTTCGTTCGTTTCCATATTCCCGTTAGTTGTTAGGAATCCA
         V  T  K  A  V  D  A  S  K  Q  R  Y  K  G  N  Q  Q  S  L  G
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                430                 450                 470
                  .         .         .         .         .         .
         TTTAATGAATATGTTTGTTATGATATTAAAACCAGAACTGGAGATGATTTAAGTTTATTT
    421  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         AAATTACTTATACAAACAATACTATAATTTTGGTCTTGACCTCTACTAAATTCAAATAAA
         F  N  E  Y  V  C  Y  D  I  K  T  R  T  G  D  D  L  S  L  F
                490                 510                 530
                  .         .         .         .         .         .
         TTCCAAAAAGTAGCTGATGCATTTGGTGCTGAAGAGTACAAAAAGAAAGATGATGAGAGC
    481  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         AAGGTTTTTCATCGACTACGTAAACCACGACTTCTCATGTTTTTCTTTCTACTACTCTCG
         F  Q  K  V  A  D  A  F  G  A  E  E  Y  K  K  K  D  D  E  S
                550                 570                 590
                  .         .         .         .         .         .
         AGTCAAAAGCCTGAGAAATGCAATGAAGAGATTTTCAAAGTAATCAAAAGAGTGTTTACA
    541  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         TCAGTTTTCGGACTCTTTACGTTACTTCTCTAAAAGTTTCATTAGTTTTCTCACAAATGT
         S  Q  K  P  E  K  C  N  E  E  I  F  K  V  I  K  R  V  F  T
                610                 630                 650
                  .         .         .         .         .
         GAAAGTGATAGTAATAATGAATTAAAAAATTTAAAAAATCATGGAAATATCTAA
    601  ---------+---------+---------+---------+---------+---- 654
         CTTTCACTATCATTATTACTTAATTTTTTAAATTTTTTAGTACCTTTATAGATT
         E  S  D  S  N  N  E  L  K  N  L  K  N  H  G  N  I  *
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ZQ.A36
                 10                  30                  50
                  .         .         .         .         .         .
         ATGAAAAGAATAATTATTTTATCAATACTACTATTATTATTATTGTTTTCTTGTAAACAG
      1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         TACTTTTCTTATTAATAAAATAGTTATGATGATAATAATAATAACAAAAGAACATTTGTC
         M  K  R  I  I  I  L  S  I  L  L  L  L  L  L  F  S  C  K  Q
                 70                  90                 110
                  .         .         .         .         .         .
         TATGGTGATGTTAAATCGCTAACAGAAGTTGCTACTGATTTTGAGGATGACAATTCTCTT
     61  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         ATACCACTACAATTTAGCGATTGTCTTCAACGATGACTAAAACTCCTACTGTTAAGAGAA
         Y  G  D  V  K  S  L  T  E  V  A  T  D  F  E  D  D  N  S  L
                130                 150                 170
                  .         .         .         .         .         .
         GCTTCTGGGAATGTAGAGCCTAAAGATCAAATGACTGATAAAGGACCTGCTTTAACATCA
    121  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         CGAAGACCCTTACATCTCGGATTTCTAGTTTACTGACTATTTCCTGGACGAAATTGTAGT
         A  S  G  N  V  E  P  K  D  Q  M  T  D  K  G  P  A  L  T  S
                190                 210                 230
                  .         .         .         .         .         .
         GAGGAGTCTGAAAAACTAGAGGCTTTAAAAACCTTTTTGAAAGACGCAATGGGTGTTAAT
    181  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         CTCCTCAGACTTTTTGATCTCCGAAATTTTTGGAAAAACTTTCTGCGTTACCCACAATTA
         E  E  S  E  K  L  E  A  L  K  T  F  L  K  D  A  M  G  V  N
                250                 270                 290
                  .         .         .         .         .         .
         GGTAGAGACGAAAATTCAAAAGCTGAGTATGAGAAATCCTATAAAGAATTTTTTGATTGG
    241  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         CCATCTCTGCTTTTAAGTTTTCGACTCATACTCTTTAGGATATTTCTTAAAAAACTAACC
         G  R  D  E  N  S  K  A  E  Y  E  K  S  Y  K  E  F  F  D  W
                310                 330                 350
                  .         .         .         .         .         .
         CTTTCTAAGGATGTTAACAGACAAAAAGAGTTTGTAAGTTCTTTTAACAATATTTGTGAC
    301  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         GAAAGATTCCTACAATTGTCTGTTTTTCTCAAACATTCAAGAAAATTGTTATAAACACTG
         L  S  K  D  V  N  R  Q  K  E  F  V  S  S  F  N  N  I  C  D
                370                 390                 410
                  .         .         .         .         .         .
         ATTGTTGCTAAAGCAGTGAATGCAAGCAAACAAAGAACTCGTGATCAGCAGCAGCGATCT
    361  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         TAACAACGATTTCGTCACTTACGTTCGTTTGTTTCTTGAGCACTAGTCGTCGTCGCTAGA
         I  V  A  K  A  V  N  A  S  K  Q  R  T  R  D  Q  Q  Q  R  S
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                430                 450                 470
                  .         .         .         .         .         .
         TTAGGGTTTAATGAATATGTTTGTTACAAAATTAAAAATAGTACAGGTGAACCTTTAAGT
    421  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         AATCCCAAATTACTTATACAAACAATGTTTTAATTTTTATCATGTCCACTTGGAAATTCA
         L  G  F  N  E  Y  V  C  Y  K  I  K  N  S  T  G  E  P  L  S
                490                 510                 530
                  .         .         .         .         .         .
         TTATTTTTCCAAAAAGTAGCTGATGCATTTGGCACTGAAGAGTATAAACGCAAAGACGAC
    481  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         AATAAAAAGGTTTTTCATCGACTACGTAAACCGTGACTTCTCATATTTGCGTTTCTGCTG
         L  F  F  Q  K  V  A  D  A  F  G  T  E  E  Y  K  R  K  D  D
                550                 570                 590
                  .         .         .         .         .         .
         GAGAATAGCCCAAAACCTGAGAAATGCAATGAAGAAATTTTTAAAGCAATTAAAAGGGTG
    541  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         CTCTTATCGGGTTTTGGACTCTTTACGTTACTTCTTTAAAAATTTCGTTAATTTTCCCAC
         E  N  S  P  K  P  E  K  C  N  E  E  I  F  K  A  I  K  R  V
                610                 630                 650
                  .         .         .         .         .         .
         TTTACTGAAAGCGAGAATAATAAAGAATTGGCAGATTTAAAAAATTATGGTAATATCTAG
    601  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660
         AAATGACTTTCGCTCTTATTATTTCTTAACCGTCTAAATTTTTTAATACCATTATAGATC
         F  T  E  S  E  N  N  K  E  L  A  D  L  K  N  Y  G  N  I  *
                                                                                                                                     Anhang
165
ZS7.A66
                 10                  30                  50
                  .         .         .         .         .         .
         TTGAAAATCAAACCATTAATACAATTAAAGCTTTTGGGATTGTTTTTATTTTCTTGCACG
      1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         AACTTTTAGTTTGGTAATTATGTTAATTTCGAAAACCCTAACAAAAATAAAAGAACGTGC
         L  K  I  K  P  L  I  Q  L  K  L  L  G  L  F  L  F  S  C  T
                 70                  90                 110
                  .         .         .         .         .         .
         ATTGATGCCAATCTAAACGAAGATTATAAAAACAAAGTAAAAGGAATACTTAATAAGGCA
     61  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         TAACTACGGTTAGATTTGCTTCTAATATTTTTGTTTCATTTTCCTTATGAATTATTCCGT
         I  D  A  N  L  N  E  D  Y  K  N  K  V  K  G  I  L  N  K  A
                130                 150                 170
                  .         .         .         .         .         .
         GCAGATGATCAAGAAACAACAAGTGCTGATACAAACTCAAATGCTGCAAAAAATATACCA
    121  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         CGTCTACTAGTTCTTTGTTGTTCACGACTATGTTTGAGTTTACGACGTTTTTTATATGGT
         A  D  D  Q  E  T  T  S  A  D  T  N  S  N  A  A  K  N  I  P
                190                 210                 230
                  .         .         .         .         .         .
         ACTGCTGACAAAGTAGCAGCAGAGCTAAAAAAACAATCGCAAGCGGCAAAAACAGTAGCA
    181  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         TGACGACTGTTTCATCGTCGTCTCGATTTTTTTGTTAGCGTTCGCCGTTTTTGTCATCGT
         T  A  D  K  V  A  A  E  L  K  K  Q  S  Q  A  A  K  T  V  A
                250                 270                 290
                  .         .         .         .         .         .
         GCAGCGCCAAATAAAGGATCGCAAAATCAACCACAAACAACACCAAATAAAGGATCACAA
    241  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         CGTCGCGGTTTATTTCCTAGCGTTTTAGTTGGTGTTTGTTGTGGTTTATTTCCTAGTGTT
         A  A  P  N  K  G  S  Q  N  Q  P  Q  T  T  P  N  K  G  S  Q
                310                 330                 350
                  .         .         .         .         .         .
         AATCAACAAGCAGCACCAAGACCACAATTGCAAAGCTTAAGTTTTAGCGCAGATCTGTCA
    301  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         TTAGTTGTTCGTCGTGGTTCTGGTGTTAACGTTTCGAATTCAAAATCGCGTCTAGACAGT
         N  Q  Q  A  A  P  R  P  Q  L  Q  S  L  S  F  S  A  D  L  S
                370                 390                 410
                  .         .         .         .         .         .
         AATCTGCCAAAAACAACAGCAGCAAGAGCTGCATCACCGACAAAACAAAGAATACCTATT
    361  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         TTAGACGGTTTTTGTTGTCGTCGTTCTCGACGTAGTGGCTGTTTTGTTTCTTATGGATAA
         N  L  P  K  T  T  A  A  R  A  A  S  P  T  K  Q  R  I  P  I
                                                                                                                                     Anhang
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                430                 450                 470
                  .         .         .         .         .         .
         CAAGCCGTTACAACCGTACCCGGAAATACAAGAACTTTTAACAGCAGAAATAGCGGGCTG
    421  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         GTTCGGCAATGTTGGCATGGGCCTTTATGTTCTTGAAAATTGTCGTCTTTATCGCCCGAC
         Q  A  V  T  T  V  P  G  N  T  R  T  F  N  S  R  N  S  G  L
                490                 510                 530
                  .         .         .         .         .         .
         CCAACATTTGCCTTAAACTACAGCTTTAGTCAACCAACAAGACAGCAAACAAATTCAAGC
    481  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         GGTTGTAAACGGAATTTGATGTCGAAATCAGTTGGTTGTTCTGTCGTTTGTTTAAGTTCG
         P  T  F  A  L  N  Y  S  F  S  Q  P  T  R  Q  Q  T  N  S  S
                550                 570                 590
                  .         .         .         .         .         .
         TTTGCTGTACAAACAACAACATCTTCTGGCAGTAAATTACAAACATTAAAAAACGAACTT
    541  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         AAACGACATGTTTGTTGTTGTAGAAGACCGTCATTTAATGTTTGTAATTTTTTGCTTGAA
         F  A  V  Q  T  T  T  S  S  G  S  K  L  Q  T  L  K  N  E  L
                610                 630                 650
                  .         .         .         .         .         .
         ATTAGAGCAATTTCTGAAGAAAAAAATAAAACACAAAACAACTTTGGATTTAGAGAAACT
    601  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660
         TAATCTCGTTAAAGACTTCTTTTTTTATTTTGTGTTTTGTTGAAACCTAAATCTCTTTGA
         I  R  A  I  S  E  E  K  N  K  T  Q  N  N  F  G  F  R  E  T
                670                 690                 710
                  .         .         .         .         .         .
         TACGATCAATTCAAAATGAAAGATTCTGCATTTGAACTGCTAGATGTTATTTCAAGTGCT
    661  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720
         ATGCTAGTTAAGTTTTACTTTCTAAGACGTAAACTTGACGATCTACAATAAAGTTCACGA
         Y  D  Q  F  K  M  K  D  S  A  F  E  L  L  D  V  I  S  S  A
                730                 750                 770
                  .         .         .         .         .         .
         AAAGTTTATGACAGAAGTTACGCGCCACAGCTTAACTCTAACACACCAGAAGCAGAAAAT
    721  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 780
         TTTCAAATACTGTCTTCAATGCGCGGTGTCGAATTGAGATTGTGTGGTCTTCGTCTTTTA
         K  V  Y  D  R  S  Y  A  P  Q  L  N  S  N  T  P  E  A  E  N
                790                 810                 830
                  .         .         .         .         .         .
         GAAAGAAATAAATTCTATGCGCTTATGGATTTTGATCAATACAAAATTGAACAATTTGGA
    781  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840
         CTTTCTTTATTTAAGATACGCGAATACCTAAAACTAGTTATGTTTTAACTTGTTAAACCT
         E  R  N  K  F  Y  A  L  M  D  F  D  Q  Y  K  I  E  Q  F  G
                850                 870                 890
                  .         .         .         .         .         .
         TCAATAATGGAAACTCTTTACAATGAGAATCAAAATCACAGCTTAATAAGAGAATTAATG
    841  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900
         AGTTATTACCTTTGAGAAATGTTACTCTTAGTTTTAGTGTCGAATTATTCTCTTAATTAC
         S  I  M  E  T  L  Y  N  E  N  Q  N  H  S  L  I  R  E  L  M
                                                                                                                                     Anhang
167
                910                 930                 950
                  .         .         .         .         .         .
         ATATCAGGGCTTGGAACACAAATTTCTTCCGAACTTGCACTAGAAGAAATAAATAAAAAA
    901  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 960
         TATAGTCCCGAACCTTGTGTTTAAAGAAGGCTTGAACGTGATCTTCTTTATTTATTTTTT
         I  S  G  L  G  T  Q  I  S  S  E  L  A  L  E  E  I  N  K  K
                970                 990                1010
                  .         .         .         .         .         .
         ATTGAAATCTTTAACCAGGATTACTTAAACGCTAAAATTAACAGTTTTGATTTCACCATG
    961  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1020
         TAACTTTAGAAATTGGTCCTAATGAATTTGCGATTTTAATTGTCAAAACTAAAGTGGTAC
         I  E  I  F  N  Q  D  Y  L  N  A  K  I  N  S  F  D  F  T  M
               1030                1050                1070
                  .         .         .         .         .         .
         AAGCTAAAAGAGCTTAAATCAAAACTAAATCAAATATTAGATAAAAGAAAAGAATGGTCA
   1021  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1080
         TTCGATTTTCTCGAATTTAGTTTTGATTTAGTTTATAATCTATTTTCTTTTCTTACCAGT
         K  L  K  E  L  K  S  K  L  N  Q  I  L  D  K  R  K  E  W  S
               1090                1110                1130
                  .         .         .         .         .         .
         AGACAAGCTGATGGGCTTATTGCTAATGCTAGCTCTAATTCAAGTTTAAGCGATTCCAAA
   1081  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1140
         TCTGTTCGACTACCCGAATAACGATTACGATCGAGATTAAGTTCAAATTCGCTAAGGTTT
         R  Q  A  D  G  L  I  A  N  A  S  S  N  S  S  L  S  D  S  K
               1150                1170                1190
                  .         .         .         .         .         .
         TCCTTAGCAGAGTACATTAAAAAAAGATACCTAGATAATATGCAAAATGCTCGCCAGTCT
   1141  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200
         AGGAATCGTCTCATGTAATTTTTTTCTATGGATCTATTATACGTTTTACGAGCGGTCAGA
         S  L  A  E  Y  I  K  K  R  Y  L  D  N  M  Q  N  A  R  Q  S
               1210                1230
                  .         .         .
         GTTCTTGAAGCATACATTAGTATAATGTAA
   1201  ---------+---------+---------+ 1230
         CAAGAACTTCGTATGTAATCATATTACATT
         V  L  E  A  Y  I  S  I  M  *
                                                                                                                                     Anhang
168
ZS7.A68
                 10                  30                  50
                  .         .         .         .         .         .
         TTGAAAAAAGCCAAACTAAATATAATCAAGATTAATATTATTGCAATGATATTAACTTTA
      1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         AACTTTTTTCGGTTTGATTTATATTAGTTCTAATTATAATAACGTTACTATAATTGAAAT
         L  K  K  A  K  L  N  I  I  K  I  N  I  I  A  M  I  L  T  L
                 70                  90                 110
                  .         .         .         .         .         .
         ATTTGCACCTCATGCGCACCTTTTAGCAAAATCGACCCTAAAGCAAATGCAAACACTAAG
     61  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         TAAACGTGGAGTACGCGTGGAAAATCGTTTTAGCTGGGATTTCGTTTACGTTTGTGATTC
         I  C  T  S  C  A  P  F  S  K  I  D  P  K  A  N  A  N  T  K
                130                 150                 170
                  .         .         .         .         .         .
         CCAAAAAAAATCACCAATCCGGGGGAAAACACCCAAAATTTTGAAGATAAATCTGGAGAC
    121  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         GGTTTTTTTTAGTGGTTAGGCCCCCTTTTGTGGGTTTTAAAACTTCTATTTAGACCTCTG
         P  K  K  I  T  N  P  G  E  N  T  Q  N  F  E  D  K  S  G  D
                190                 210                 230
                  .         .         .         .         .         .
         CTTAGCACTTCTGATGAAAAAATTATGGAAACTATCGCTTCAGAGCTAAAAGCAATTGGT
    181  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         GAATCGTGAAGACTACTTTTTTAATACCTTTGATAGCGAAGTCTCGATTTTCGTTAACCA
         L  S  T  S  D  E  K  I  M  E  T  I  A  S  E  L  K  A  I  G
                250                 270                 290
                  .         .         .         .         .         .
         AAGGAACTGGAAGATCAAAAAAAAGAAGAAAATATACAAATAGCTAAAATTGCTAAGGAA
    241  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         TTCCTTGACCTTCTAGTTTTTTTTCTTCTTTTATATGTTTATCGATTTTAACGATTCCTT
         K  E  L  E  D  Q  K  K  E  E  N  I  Q  I  A  K  I  A  K  E
                310                 330                 350
                  .         .         .         .         .         .
         AAATTTGATTTCCTAAGCACTTTTAAAGTTGGTCCTTACGATCTTATTGATGAAGATATC
    301  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         TTTAAACTAAAGGATTCGTGAAAATTTCAACCAGGAATGCTAGAATAACTACTTCTATAG
         K  F  D  F  L  S  T  F  K  V  G  P  Y  D  L  I  D  E  D  I
                370                 390                 410
                  .         .         .         .         .         .
         CAAATGAAAATAAAAAGAACGCTTTACTCATCTTTAGATTATAAAAAAGAAAATATAGAA
    361  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         GTTTACTTTTATTTTTCTTGCGAAATGAGTAGAAATCTAATATTTTTTCTTTTATATCTT
         Q  M  K  I  K  R  T  L  Y  S  S  L  D  Y  K  K  E  N  I  E
                                                                                                                                     Anhang
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                430                 450                 470
                  .         .         .         .         .         .
         AAATTAAAAGAAATTCTTGAAATACTTAAAAAAAATTCCGAACATTACAATATAATTGGA
    421  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         TTTAATTTTCTTTAAGAACTTTATGAATTTTTTTTAAGGCTTGTAATGTTATATTAACCT
         K  L  K  E  I  L  E  I  L  K  K  N  S  E  H  Y  N  I  I  G
                490                 510                 530
                  .         .         .         .         .         .
         AGATTGATTTATCACATATCATGGGGCATTCAATTCCAAATAGAGCAAAATTTAGAATTA
    481  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         TCTAACTAAATAGTGTATAGTACCCCGTAAGTTAAGGTTTATCTCGTTTTAAATCTTAAT
         R  L  I  Y  H  I  S  W  G  I  Q  F  Q  I  E  Q  N  L  E  L
                550                 570                 590
                  .         .         .         .         .         .
         ATACAAAATGGAGTAGAAAATCTAAGTCAAGAAGAATCTAAATCATTGCTAATGCAAATA
    541  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         TATGTTTTACCTCATCTTTTAGATTCAGTTCTTCTTAGATTTAGTAACGATTACGTTTAT
         I  Q  N  G  V  E  N  L  S  Q  E  E  S  K  S  L  L  M  Q  I
                610                 630                 650
                  .         .         .         .         .         .
         AAATCCAACTTAGAGATAAAACAAAGACTTAAAAAAACCTTAAACGAAACTCTTAAAGTT
    601  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660
         TTTAGGTTGAATCTCTATTTTGTTTCTGAATTTTTTTGGAATTTGCTTTGAGAATTTCAA
         K  S  N  L  E  I  K  Q  R  L  K  K  T  L  N  E  T  L  K  V
                670                 690                 710
                  .         .         .         .         .         .
         TACAATCAAAATACTCAAGATAATGAGAAAATACTGGCAGAACACTTTAATAAATATTAC
    661  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720
         ATGTTAGTTTTATGAGTTCTATTACTCTTTTATGACCGTCTTGTGAAATTATTTATAATG
         Y  N  Q  N  T  Q  D  N  E  K  I  L  A  E  H  F  N  K  Y  Y
                730                 750
                  .         .         .
         AAAGATTTTGATACTTTAAAACCTGCCTTTTACTAA
    721  ---------+---------+---------+------ 756
         TTTCTAAAACTATGAAATTTTGGACGGAAAATGATT
         K  D  F  D  T  L  K  P  A  F  Y  *
                                                                                                                                     Anhang
170
ZS7.0323
                 10                  30                  50
                  .         .         .         .         .         .
         ATGAATATAAAGAATAAATTAATATCGCTGCTAATTGTAGTAGCAATCTCTTTTATCGCA
      1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         TACTTATATTTCTTATTTAATTATAGCGACGATTAACATCATCGTTAGAGAAAATAGCGT
         M  N  I  K  N  K  L  I  S  L  L  I  V  V  A  I  S  F  I  A
                 70                  90                 110
                  .         .         .         .         .         .
         TGCAAAACGCCTCCAGAATCAAGAGAGAGTAAAAATGCTAAAATTGCACAACCAGATAAT
     61  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         ACGTTTTGCGGAGGTCTTAGTTCTCTCTCATTTTTACGATTTTAACGTGTTGGTCTATTA
         C  K  T  P  P  E  S  R  E  S  K  N  A  K  I  A  Q  P  D  N
                130                 150                 170
                  .         .         .         .         .         .
         AAAAATTTTCAATTAAGAGATATAAAAGACATTAAAAATGAACTAATAAGAGAACGGGGA
    121  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         TTTTTAAAAGTTAATTCTCTATATTTTCTGTAATTTTTACTTGATTATTCTCTTGCCCCT
         K  N  F  Q  L  R  D  I  K  D  I  K  N  E  L  I  R  E  R  G
                190                 210                 230
                  .         .         .         .         .         .
         CATCTTTTTTATTCCAAAGAGTTTAATGAAGCTGAAAGATTAGAAGAAGCAATGAAACAA
    181  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         GTAGAAAAAATAAGGTTTCTCAAATTACTTCGACTTTCTAATCTTCTTCGTTACTTTGTT
         H  L  F  Y  S  K  E  F  N  E  A  E  R  L  E  E  A  M  K  Q
                250                 270                 290
                  .         .         .         .         .         .
         AGTTTTTCCAAAAAAAAAGCAATAGAAGGAAATGAAATTGCTCTAAAAGTACTTGAAAGA
    241  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         TCAAAAAGGTTTTTTTTTCGTTATCTTCCTTTACTTTAACGAGATTTTCATGAACTTTCT
         S  F  S  K  K  K  A  I  E  G  N  E  I  A  L  K  V  L  E  R
                310                 330                 350
                  .         .         .         .         .         .
         TACAAAACAATAATAAGAGAAACGAGGGAAAAAAAAGAAAAAACAAATTACCTTAAAGAA
    301  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         ATGTTTTGTTATTATTCTCTTTGCTCCCTTTTTTTTCTTTTTTGTTTAATGGAATTTCTT
         Y  K  T  I  I  R  E  T  R  E  K  K  E  K  T  N  Y  L  K  E
                370                 390                 410
                  .         .         .         .         .         .
         AATATTGAAAAGTATCTAAACGATGCAGAAGCAAATGAAGCATACATATGGATCCCGCTG
    361  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         TTATAACTTTTCATAGATTTGCTACGTCTTCGTTTACTTCGTATGTATACCTAGGGCGAC
         N  I  E  K  Y  L  N  D  A  E  A  N  E  A  Y  I  W  I  P  L
                                                                                                                                     Anhang
171
                430                 450                 470
                  .         .         .         .         .         .
         GAAATCGACGAAGTAAATAATTTATATTTTGAAGCAACAAGAAAATATAAAAATTACGAT
    421  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         CTTTAGCTGCTTCATTTATTAAATATAAAACTTCGTTGTTCTTTTATATTTTTAATGCTA
         E  I  D  E  V  N  N  L  Y  F  E  A  T  R  K  Y  K  N  Y  D
                490                 510                 530
                  .         .         .         .         .         .
         CTTGATAATGCCCCTGACATGTATAGCAAGGCCTTTAACAGAGCACAACAAGCAGCAAAA
    481  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         GAACTATTACGGGGACTGTACATATCGTTCCGGAAATTGTCTCGTGTTGTTCGTCGTTTT
         L  D  N  A  P  D  M  Y  S  K  A  F  N  R  A  Q  Q  A  A  K
                550                 570                 590
                  .         .         .         .         .         .
         AATGCCGAAGAAGCTAAAGCTTTAAAAGAAACTGATGAGAGAATGTACAAACAATTAAAA
    541  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         TTACGGCTTCTTCGATTTCGAAATTTTCTTTGACTACTCTCTTACATGTTTGTTAATTTT
         N  A  E  E  A  K  A  L  K  E  T  D  E  R  M  Y  K  Q  L  K
                610                 630                 650
                  .         .         .         .         .         .
         GCACTTGAGGCGGCTTCCAACTTACCAATTTATAGCAATAATAAGCTTATAAAGCCATCT
    601  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660
         CGTGAACTCCGCCGAAGGTTGAATGGTTAAATATCGTTATTATTCGAATATTTCGGTAGA
         A  L  E  A  A  S  N  L  P  I  Y  S  N  N  K  L  I  K  P  S
                670                 690                 710
                  .         .         .         .         .         .
         CCATGGAATGGTAGAGCATTCATTAAAGAAAGAAACAGTCACTTAAACCTTTTAAATACT
    661  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720
         GGTACCTTACCATCTCGTAAGTAATTTCTTTCTTTGTCAGTGAATTTGGAAAATTTATGA
         P  W  N  G  R  A  F  I  K  E  R  N  S  H  L  N  L  L  N  T
                730                 750                 770
.         .         .         .         .         .
         AATAAAGACACTTATCTTCTTGGAGAAGCAGAAATTTCAATTCCAATAGTACTCGCATAC
    721  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 780
         TTATTTCTGTGAATAGAAGAACCTCTTCGTCTTTAAAGTTAAGGTTATCATGAGCGTATG
         N  K  D  T  Y  L  L  G  E  A  E  I  S  I  P  I  V  L  A  Y
                790                 810                 830
.         .         .         .         .         .
         GAAGAAAAAGTGGAAATAGCAAAAAACTCCAAACCTCAAGAACAATTCAAAACGCTAGAA
    781  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840
         CTTCTTTTTCACCTTTATCGTTTTTTGAGGTTTGGAGTTCTTGTTAAGTTTTGCGATCTT
         E  E  K  V  E  I  A  K  N  S  K  P  Q  E  Q  F  K  T  L  E
                850                 870                 890
                  .         .         .         .         .         .
         CTTATTGAAAGATCTAGAACATTGTGGGAAAAAGGGGTTGAGGCTAAAAATGTAAAAAAC
    841  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900
         GAATAACTTTCTAGATCTTGTAACACCCTTTTTCCCCAACTCCGATTTTTACATTTTTTG
         L  I  E  R  S  R  T  L  W  E  K  G  V  E  A  K  N  V  K  N
                                                                                                                                     Anhang
172
                910                 930                 950
                  .         .         .         .         .         .
         TTTAGACTTGCCAATGAATTATTTTTAGAATCTGCAAGATACCTTGAAGCTTATCAAAGC
    901  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 960
         AAATCTGAACGGTTACTTAATAAAAATCTTAGACGTTCTATGGAACTTCGAATAGTTTCG
         F  R  L  A  N  E  L  F  L  E  S  A  R  Y  L  E  A  Y  Q  S
                970                 990                1010
                  .         .         .         .         .         .
         AATGCAAGCAGCGAGCTTTACGTAATAAAAATAGGCAATACCCTATGGGGCATTTCCAAA
    961  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1020
         TTACGTTCGTCGCTCGAAATGCATTATTTTTATCCGTTATGGGATACCCCGTAAAGGTTT
         N  A  S  S  E  L  Y  V  I  K  I  G  N  T  L  W  G  I  S  K
               1030                1050                1070
                  .         .         .         .         .         .
         AAATTATACAACGATCCTTACTTATGGCCAAAAATTTGGTTTGCCAACAGACAAAAAATA
   1021  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1080
         TTTAATATGTTGCTAGGAATGAATACCGGTTTTTAAACCAAACGGTTGTCTGTTTTTTAT
         K  L  Y  N  D  P  Y  L  W  P  K  I  W  F  A  N  R  Q  K  I
               1090                1110                1130
                  .         .         .         .         .
         CAAAATCCGGATCTAATTCATTCTAACTGGAAGATAATAATTCCTGCCAAATAA
   1081  ---------+---------+---------+---------+---------+---- 1134
         GTTTTAGGCCTAGATTAAGTAAGATTGACCTTCTATTATTAAGGACGGTTTATT
         Q  N  P  D  L  I  H  S  N  W  K  I  I  I  P  A  K  *
Abkürzungsverzeichnis
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Abb. Abbildung
ACA Acrodermatits chronica atrophicans
AK Antikörper
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosäure(n)
B. Borrelia
B. b. Borrelia burgdorferi
bp Basenpaar
BSA Rinderserumalbumin
BSK-H Barbour-Stoenner-Kelly-Harvard
C Celcius
cDNS Copy Desoxyribonukleinsäure
Ci Curie
CO2 Kohlendioxid
cpm Counts per minute
d Tag(e)
Da Dalton
Dbp Decorin-Binding Protein
DC Dendritische Zelle(n)
DMEM Dulbecco´s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxynukleotid Triphosphat
d p.i. Tage post infektionem
DTT Dithiothreitol
E. Escherichia
ECM Erythema chronicum migrans
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
Erp E related Protein
FC Fragment, crystalline
FCS Fötales Kälberserum
g Erdbeschleunigung (ca. 9,81 m/s2)
GM-CSF Granulozyten-/Monozyten-Koloniestimulierender Faktor
GST Glutathion S-Transferase
h Stunde(n)
HSP Hitzeschockprotein
I. Ixodes
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
IPTG Isopropyl-β-Thiogalaktosid
IS Immunserum
kb Kilobasenpaare
kDa Kilodalton
LB Luria-Bertani
mAk Monoklonale Antikörper
MG Molekulargewicht
MHC Haupthistokompatibilitätskompex
min. Minute(n)
mRNS Messenger Ribonukleinsäure
n.d. Nicht definiert
NK Natürliche Killerzelle(n)
OD Optische Dichte
Osp Outer surface protein
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlösung
PCR Polymerase Kettenreaktion
PFGE Pulsfeld-Gelelektrophorese
pH Potentia hydrogenii
p.i. Post infektionem
POX Peroxidase
red. Reduziert
RFLP Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus
RNS Ribonukleinsäure
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR
s.c. Subkutan
SCID Severe combined immunodeficiency
SDS Natriumdodecylsulfat
sec. Sekunde(n)
s.l. Sensu lato
s.s. Sensu stricto
Tab. Tabelle
TBS Tris-Base gepufferte physiologische Kochsalzlösung
TC Zytotoxische T-Zelle(n)
TEMED N, N, N', N'-Tetraethylmethylendiamin
TH Helfer-T-Zelle(n)
Tris Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
U Unit(s)
ÜN Über Nacht
UV Ultraviolett
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